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RESUMEN

El rumen es una camara de anaerobiosis que provee los nutrientes que
permite el crecimiento y desarrollo de los microorganismos ruminales, que
tienen la capacidad de utilizar un determinado sustrato; las poblaciones
microbianas que viven en el rumen son especificamente bacterias, protozoos y
hongos en diferentes concentraciones. En el mundo de la industria se requiere
de usos de enzimas animales, vegetales y microbianas, siendo sin lugar a duda
y las mas utilizadas las enzimas microbianas. La utilizacién de las enzimas a
nivel industrial presenta una serie de ventajas sobre los métodos no biolégicos,

por lo que representan es una fuente alternativa en la industria alimentaria.

En este trabajo se estudié el efecto de la levadura inactiva proveniente
de la industria cervecera en la alimentacion de ganado Holstein, sobre las
poblaciones de procariotas presentes en liquido ruminal para la produccion de

enzimas proteoliticas de interés industrial.

En la UAAAN se realiz6 el estudio de la alimentacion de ganado bovino
(Holstein) de 4 vacas multiparas, adicionando subproductos de la industria
cervecera (levadura inactiva) a su dieta. Se extrajo el liquido ruminal para
evaluar la microflora bacteriana mediante una caracterizacion macro- y
microscépica, y aislamiento, empleando medios de cultivo comercial (agar
Scheadler) y para la caracterizacion macroscépica se empled un medio

convencional (aga nutritivo).



Se purificaron y conservaron 10 cepas, a las cuales se les realizé la
caracterizacion bioquimica con McConkey y citrato de Simmons para identificar

el comportamiento metabdlico de los microorganismos.

Se seleccion6 una cepa pura para el estudio enzimatico. Se monitoreé la
curva de crecimiento microbiano en medio liquido para anaerobios (TGNa), la
cual presentd una velocidad especifica de crecimiento de 0.0715 DO/h y de
0.0692 DO/h en un medio especifico disefiado, empleando como Unica fuente
de carbono leche descremada (caseina).

La determinacidén de proteina extracelular mediante el método de Biuret
presentd su maximo valor a las 24 h de fermentacién con una Vo de 0.0126
mg/mL.h de proteina; mientras que la maxima actividad proteasa se observé a
los 30 minutos de reaccién con un valor de 0.7469 U en un tiempo 24 h de

fermentacion.

Palabras claves: microorganismos del liquido ruminal, aislamiento, purificacion
y actividad proteasa.



1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En el rumen existen microorganismos que desempefian un papel vital en
la digestidén de los alimentos, y el suministro de energia y de aminoacidos para
la formacion de acidos grasos volatiles (AGV) y proteina microbiana. Debido a
que los productos de la digestion ruminal, se ven afectados por numerosos
microbios y la composicion de especies, es necesario entender la dinamica

poblacional de los diferentes tipos de microorganismos.

La diversidad de microorganismos del rumen es importante porque la
presencia de especies distintas aporta un conjunto de genes y complementos
de enzimas, asi como reacciones bioquimicas precisas, para una conversion
maxima de productos alimenticios en células microbianas y productos de
fermentacién. Existen en el rumen especies que se superponen en su
capacidad para utilizar un determinado sustrato aumentando asi la eficacia con
que es utilizado dicho sustrato (Hobson, 1985).

La concentracién de las poblaciones microbianas que viven en el rumen
en anaerobiosis, especificamente bacterias, protozoarios y hongos son de 10'°,
10° y 10* UFC/mL liquido ruminal, respectivamente (Jouany, 1994). 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 horas) y sostener asi la
concentracion de las poblaciones microbianas (Mc Allister, et al.,, 1994). Los
tiempos de multiplicacién varian de 5 a 14 horas para los protozoarios (Williams
y Coleman 1988) y de 24 a 30 horas para los hongos (Bauchop, 1981; Joblin,
1981).

Es posible que la eficiencia del crecimiento bacteriano este directamente
relacionada con la tasa de dilucion de las bacterias y/o del contenido ruminal,

debido a que las bacterias en el rumen estan asociadas a los soélidos
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alimenticios, al liquido y la pared ruminal; por lo tanto, la tasa de crecimiento
bacteriano puede estar en la relacion a la tasa de dilucién del liquido (Aguilera,
1988), lo cual se explica porque solamente en cultivos continuos in vitro de
estado estable, la tasa de crecimiento especifico de los microorganismos es
igual a la tasa de dilucion del cultivo (Bergey, 1979).

Se han reportado estudios de la adicién de microorganismos inactivos a
la dieta de los animales (ganado Holstein) logrando efectos benéficos en él
(Montero-Almora, 2009).

Las levaduras se han administrado a los animales en el alimento durante
mas de 100 anos, ya sea en la forma de una masa fermentada producida en el
rancho, subproductos de lavaduras de cerveceria o destileria, o productos
comerciales elaborados a base de lavaduras especificamente para la
alimentacion animal. Aun cuando esta practica de utilizar las levaduras en los
alimentos pecuarios ha existido durante mucho tiempo, todavia no hay mucha
difusion o existe confusion en la industria para utilizarlas. Pero por donde se
observe el uso de levaduras tiene grandes beneficios, ya que la levadura en si,
proporciona vitaminas del complejo B, minerales, es una buena fuente de

proteina y de aminoacidos (Llamas, 2008)

Aproximadamente el 40% del peso de la lavadura seca consiste en
proteina, la calidad de la proteina de la levadura es excelente, tratdndose de
una proteina de origen unicelular su calidad es equivalente a las soya, pues
ambas son ricas en lisina. Las levaduras son microorganismos unicelulares del
reino fungi que suelen medir de 5 a 10 micras, se consideran como organismos
facultativos anaerdébicos, lo cual significa que pueden sobrevivir y crecer con o
sin oxigeno (Garcia, 2007)

Es por ello que es de suma importancia identificar a los microorganismos
del rumen ya que la cantidad de bacterias puede variar por factores ambientales
o dietarios, y cuando estos dos parametros se mantienen, las variaciones

derivan de factores especificos de cada animal, tales como: tiempo destinado a



la rumia, cantidad de saliva segregada, consumo de agua y capacidad de
avance a la digesta. El estudio basico de los microorganismos en ganado
Holstein es primordial, ya que los biotipos mexicanos no estan registrados o
caracterizados, lo cual nos abre una ventana de oportunidades y posibilidades
para registrar y conservar a estos microorganismos ya que pueden generar
posteriores aplicaciones en la industria alimentaria; por lo que, es importante
realizar la identificacién bioquimica y molecular de los microorganismos del
rumen bovino ya que el cepario producido de esta investigacién sera un
aliciente para futuras investigaciones; puesto que la industria demanda
enzimas de origen microbiano como las proteasas, las cuales son las Unicas
clases de enzimas que ocupan una posicion central con respecto a sus
aplicaciones, tanto en campos fisiolégicos y comerciales.

Las proteasas son enzimas proteoliticas que catalizan las rupturas de
enlaces peptidicos en otras proteinas. Los avances en las técnicas de analisis
han demostrado que las proteasa realizan modificaciones muy especificas y
selectivas de las proteinas; como la activacion de las formas zimogénicas de la
protedlisis limitada por las enzimas, coagulacién sanguinea y la lisis de la fibrina
(formacién de coagulos) y procesamiento y transporte de proteinas secretoras a

través de las membranas.

1.2 Justificacion

Existen muchos ambitos industriales donde se requiere el uso de
enzimas animales, vegetales o microbianas. Las enzimas microbianas son sin
lugar a duda las mas utilizadas y se emplean sobre todo en la obtenciéon de
jarabes de glucosa y fructosa y suelen ser enzimas que hidrolizan polimeros,
como proteinas y polisacaridos. Todos estos atributos tanto técnicos como
econdmicos, hacen de las enzimas una excelente herramienta para la industria

del futuro con un creciente nicho de mercado.

La utilizacién de las enzimas a nivel industrial, presenta una serie de

ventajas: en primer lugar se puede citar su gran especificidad de accién que
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evita la produccion de reacciones laterales imprevistas, asimismo, se puede
trabajar en condiciones moderadas, especialmente de temperatura, lo que
provoca alteraciones de los componentes mas labiles; desde el punto de vista
de la salud, ademas las enzimas pueden inactivarse facilmente cuando se

considere que ya han realizado su funcion.

En habitats microbianos poco explorados como el rumen existen
poblaciones microbianas capaces de producir enzimas, estos microorganismos
dependen del rumiante para disponer de las condiciones Optimas para su
crecimiento y desarrollo, y el rumiante depende de la dieta que contenga la
alimentacion que ingiera, ya que este es un factor externo mas determinante de
las condiciones ruminales y también depende de la actividad biosintética
microbiana, para cubrir sus propias necesidades nutritivas (Owens y Zina,
1988).

La adicion de levadura inactiva proveniente de la industria cervecera,
modifica el tipo de bacterias presentes en el liquido ruminal de ganado, por lo
que los microorganismos del liquido ruminal representan una fuente alternativa

para la obtencion de enzimas extracelulares de interés industrial
1.3 Hipétesis

Es posible la caracterizacién y el aislamiento de microorganismos
ruminales de ganado Holstein adicionando levadura inactiva en la alimentacién

para la produccion de enzimas proteasas de interés industrial.

1.4 Objetivo general
Determinaciéon microbiolégica de las poblaciones procariotas presentes
en el liquido ruminal del ganado Holstein, provocado por la adicién de levadura

de la industria cervecera y la produccion de enzimas proteasas.



1.4.1 Objetivos particulares

Caracterizar macro- y microscépicamente las especies bacterianas
aisladas en agar Scheadler AS.

Purificar y mantener las cepas obtenidas.

Caracterizar el metabolismo bioquimico (Mc Conkey y citrato de
Simmons) de las cepas procariotas obtenidas.

Emplear un microorganismo procarionte para la produccion de una
enzima proteasa mediante el disefio de un medio de cultivo inductor.
Determinar y cuantificar la actividad proteasa mediante técnicas

espectrofotométricas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Rumen

El rumen es un recipiente de fermentacién grande que puede contener
de 100 a 120 Kg de materia en digestidn. Las particulas de fibra se quedan en
el rumen de 20 a 48 horas por que la fermentacién bacteriana es un proceso

lento.

El rumen provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso de
alimentos, para el crecimiento y reproduccién de los microorganismos. La
ausencia de aire (oxigeno) en el rumen favorece el crecimiento de grupos
especiales de bacterias, entre ellos las que pueden digerir las paredes de las
células de plantas (celulosa) para producir azicares sencillos (glucosa). Los
microbios fermentan glucosa para obtener la energia necesaria para vivir y
reproducirse y producen acidos grasos volatiles (AGV) como productos finales
de la fermentacién. Los AGV cruzan las paredes del rumen para pasar a la
sangre y una vez distribuido por todo el organismo sirve como fuente de energia

para el rumiante.

Mientras que crecen los microorganismos del rumen, estos producen
aminoacidos, que son los precursores fundamentales de las proteinas. Las
bacterias pueden utilizar amoniaco o urea como fuente de nitrébgeno para
producir aminodcidos. Sin la conversion bacteriana, el amoniaco y la urea son
indtiles para la vaca. Sin embargo, las proteinas bacterianas producidas en el
rumen son digeridas en el intestino delgado y constituyen la fuente principal de
aminoacidos para la vaca (Sanchez, 2001).

El rumen es una camara de fermentaciéon anaerdbica. La poblacion
microbiana se mantiene al ingerir y masticar alimentos con regularidad,
anadiendo tampones y eliminando los acidos producidos, arrastrando los
residuos alimenticios no digeribles y los productos microbianos, y manteniendo
unas condiciones apropiadas de pH, temperatura y humedad para el
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crecimiento microbiano. Estos microorganismos dependen del rumiante para
disponer de las condiciones dptimas para su crecimiento y el rumiante depende
de los productos de fermentacion anaerdbica del alimento fibroso que ingiera y
de la actividad biosintética microbiana, para cubrir sus propias necesidades
nutritivas (Yakohama y Johnson, 1998).

2.1.1 Medio ambiente ruminal

La anaerobiosis en el rumen es una de las mayores limitantes de este
ecosistema, el cual ayuda en la conversacion de la energia para poder ser
empleada por el animal. La cantidad de energia liberada por la reaccion de
transferencia de electrones depende del Ultimo aceptor de los mismos. En
microorganismos aerobicos, el ultimo aceptor de electrones es el oxigeno y la
liberacién de energia se da en forma de ATP, la cual es mucho mayor que la
qgue se libera cuando el ultimo aceptor de electrones es un compuesto organico
como en el caso de las bacterias anaerdbicas (Thauer, 1997). Las condiciones
anaerodbicas en el rumen se mantienen por la generacién de gases durante la
fermentacién, como CO,, CHy4, y trazas de H, Pequefas cantidades de oxigeno
atrapados en los alimentos consumidos por el animal es utilizado por los
microorganismos aerobios facultativos presentes en el rumen; esto hace que se
generen y mantengan las condiciones perfectas de anaerobiosis. Sin embargo,
solo los microorganismos que son capaces de tolerar potenciales de Oxido-
reduccion bajos (-350 Mv) sobreviven en el rumen y el resto son eliminados por
el sistema. La alta capacidad de amortiguacién y la presion osmética limita el
crecimiento de microorganismos invasores. Algunos de los microorganismos del
rumen producen compuestos antimicrobianos que limitan el crecimiento de

microorganismos presentes en este ecosistema (Stewart, 1992; Odenyo, 1994).



2.1.2 Poblaciones microbianas

La poblacién microbiana en el rumen es variable, predominando las
bacterias y protozoarios ciliados, pero pueden aparecer una cantidad
considerable de levaduras. En general, y debido a las condiciones que
prevalecen en el rumen, la mayor parte de los microorganismos son anaerobios

0 anaerobios facultativos.

La mayoria de microorganismos presentes en el rumen funcional son
anaerodbicos, y estos pueden ser bacterias, protozoos y hongos. El nimero
relativo de las diferentes especies dependera de la composicion y estructura de
la dieta, asi como de las multiples interacciones entre ellos (Jrskov, 1992).

Algunos de los géneros bacterianos mas importantes, por su capacidad
para degradar a los principales carbohidratos (glucidos) de los alimentos son:
Bactericidas, Ruminococos, Sucdnomonas, ciertos Clostridios, Celobacterias y
Butirivibri (Hungate, 1966).

2.1.2.1 Bacterias

En el rumen se encuentra entre 10" y 10" bacterias/ g de contenido
ruminal. Estas bacterias se pueden agrupar en 32 géneros y 63 especies, de las
cuales 16 géneros y 28 especies se consideran funcionalmente importantes en
términos de numero y metabolismos (Yakohama y Johnson, 1988). Son el
grupo de microorganismos mas abundantes, representan aproximadamente la
mitad de la biomasa ruminal, y una mayor proporcién de la actividad metabélica
ruminal, que esta inversamente relacionada con el tamafno del microorganismo
(Drskov, 1992).

Las bacterias se pueden clasificar en funcion del sustrato que utilizan, de
los productos formados o de sus requerimientos nutricionales. En funcién de su
principal sustrato de fermentacion, se puede clasificar en microorganismos que
degradan celulosa, hemicelulosa, almidén, azucares, acidos intermedios,

proteina, pectina o lipidos. En una clasificacion mas extensa se puede incluir el
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grupo de bacterias productoras de metano, de amoniaco, y bacterias con

actividad ureasa (Cuadro 1).

Cuadro 1. Clasificacion de las principales especies bacterianas del rumen

segun el tipo de sustrato que fermentan

Principales especies celuloliticas
Fibrobacter succinogenes
Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus albus

Butyrivibrio fibrisolvens

Principales especies hemiceluloliticas
Butyribrio fibrisolvens
Prevotella ruminicola

Ruminococcus sp

Principales especies pectinoliticas
Butyrivibrio fibrisolvens

Prevotella ruminicola

Lachnospira multiparus

Succinivibrio dextrinosolvens
Treponema bryantii

Streptococcus bovis

Principales especies amiloliticas
Ruminobacter amylophilus
Strptococcus bovis

Succinomonas amylolytica
Prevotella ruminicola

Principales especies proteoliticas
Ruminobacter amylophilus
Prevotella ruminicola

Butyrivibrio fibrisolvens

Streptococcus bovis

Principales especies ureoliticas
Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas sp

Prevotella ruminicola
Ruminococcus bromii

Butyribrio sp

Treponema sp.

Principales especies productoras de
amoniaco

Prevotella ruminicola

Megasphaera elsdenii

Selenomonas ruminantium

Principales especies productoras de
metano

Methanobrevibacter ruminantium
Methanobacterium formicicum

Methanomicrobium mobile



Principales especies utilizadoras de Principales especies utilizadoras de lipidos

azucares Anaerovibrio lipolytica
Treponema bryantii Butyrivibrio fibrisolvens
Lactobacillus vitulinus Treponema bryantii
Lactobacillus ruminus Eubacterium sp

Fusocillus sp

Micrococcus sp

Principales especies utilizadoras de acidos
Megasphaera elsdenii

Selenomonas ruminantium

Fuente: Yakohamo y Johnson, 1988.

Esta clasificacion no es absoluta, debido a que las bacterias se pueden
especializar mucho, poco o nada en cuanto al tipo de sustrato que fermentan y
la mayoria de ellas tienen la capacidad de degradar varios sustratos; por
ejemplo, la actividad proteolitica se ha descrito en el 38% de las bacterias
ruminales (Yakohama y Johnson, 1988). Al haber especies que se superponen
en la utilizaciéon de un determinado sustrato, aumenta la eficacia de utilizacién
de dicho sustrato y al ser ésta una poblacion diversa, la fermentacion sera mas
estable, evitandose grandes fluctuaciones en las cantidades y proporciones de
los productos finales formados (Yakohama y Johnson, 1988).

Las bacterias del rumen se han agrupado, segun el sustrato que

fermentan en forma predominante, de la siguiente manera:

a) Bacterias celuloliticas: son las que producen celulasa, que es una
enzima extracelular capaz de hidrolizar los enlaces B de la celulosa,
produciendo celobiosa. Algunas de ellas también aprovechan la celobiosa
(Bryant, 1953).



b) Bacterias hemiceluloliticas: son bacterias capaces de degradar a las
hemicelulosa, liberando pentosas, hexosas y acidos uricos, convirtiéndolos en
glucosa o fructosas (Bryant, 1953).

c) Bacterias amiloliticas: estas utilizan los almidones como sustrato pues
poseen una amilasa que hidroliza enlaces a 1-4 produciendo maltosa, que por
accién de la maltasa se convierte en glucosa (Bryant, 1953).

d) Bacterias que utilizan azlcares solubles: éstas dependen de la
actividad de las anteriores, que son las que producen glucosa, xilosa y otros
azucares solubles a partir de las celulosas, almidones, hemicelulosas, etc,
transformandolas en acidos grasos volatiles (Bryant, 1953).

e) Bacterias lipoliticas: poseen esterasas que hidrolizan a los triglicéridos,
fosfolipidos y esteres de acidos grasos (Bryant, 1953).

f) Bacterias proteoliticas: producen enzimas hidroliticas que rompen
enlaces peptidicos y finalmente acidos aminoacidos.

g) Bacterias que utilizan acidos: actian sobre los productos finales de la
actividad de las bacterias de los grupos anteriores, utilizando como sustrato
diferentes tipos de &cidos, por lo que ayudan a su eliminacion del medio
(Bryant, 1953).

Ademas hay otros tipos de bacterias capaces de producir amoniaco a
partir de los aminoacidos, por mecanismos de desaminacion; las
metanogénicas que producen metano a partir de hidrogeno y bioxido de
carbono y otras que sintetizan vitaminas (Bryant, 1953).

2.1.2.2. Protozoos

Los protozoos constituyen el grupo microbiano con el papel mas
controvertido en el rumen. El nimero de protozoos es de 10°-10° células/mL de
contenido ruminal, siendo la mayoria especies ciliadas. Se puede clasificar en
dos subclases, Entodiniomorfa y Holotrica, (Hungate, 1966) (Cuadro 2). Los
protozoos pueden no estar presentes en el rumen o llegar a representar el 2%

del peso del contenido ruminal. ElI 40%del nitrégeno microbiano total y
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proporcionar el 60% de los productos de fermentacidn microbiana. Sin
embargo, su contribucién al flujo duodenal es minima debido a tiempos de
generacion lentos y a una alta retencién ruminal mediante su adhesion a las
particulas de alimentos o, en el caso de los holétricos, a la pared reticular
durante los intervalos entre comidas (Abe y et. al., 1981).

Cuadro 2. Clasificacion de los principales protozoos ruminales con los sustratos

de fermentacion preferente

Subclase Género Sustrato fermentado

Holotrica
Isotrica Almidén y azucares
Dasytrica Almidén y azucares
Entodiniomorfa
Entodinium Almidon
Epidinium Almidén y hemicelulosa
Ophryoscolex Almidon
Diplodinium Celulosa
Polyplastron Celulosa
Eudiplodinium Celulosa

Fuente: (Hungate, 1966).



2.1.2.3 Hongos

Se descubrid su presencia en el rumen en los anos 70. Anteriormente la
fase movil o zoosporo era confundida con un protozoo flagelado y la fase
vegetativa o esporangio, siempre adherida a las particulas de fibra no era
identificada al estudiar el filtrado de liquido ruminal (Jdrskov, 1992). Los géneros
mas frecuentes en el rumen son Neocallimastix, Caecomyces, Pyromyces

Orpinomyces (Van Soest, 1982).

El hecho de que los hongos no predominen en el rumen se debe a su
lento tiempo de generacion en comparacion con las bacterias, 6-9 Vs 0.5-3.5 h,
y su paso a duodeno, aunque no ha sido estimado, también debe ser muy bajo
(Varga y Kolver, 1997). En dietas forrajeras pueden representar el 8% de la
masa microbiana (Orpin, 1981), pero su numero se reduce en dietas ricas en
concentrado o en forrajes de alta calidad con tiempos de retencién mas cortos.
Tienen actividad celulasa y hemicelulasa, pero no pueden degradar la pectina y
el acido poligalacturénico (Fonty y Joblin, 1991). No hay evidencia de que
degraden la lignina, pero sus rizoides la pueden penetrar y facilitar la
degradacion de la pared celular (Van Soest, 1982).

2.1.3 Metabolismo microbiano
Los carbohidratos y la proteina son los principales sustratos fermentables
para la poblacion microbiana. De estos nutrientes obtendran la energia y los

compuestos nitrogenados para su crecimiento.

2.1.3.1 Degradacion de la proteina

La proteina es un nutriente esencial en la nutricion de todas las especies
animales. En los rumiantes, el objetivo de la nutricion proteica es doble, por una
parte satisfacer las necesidades de nitrogeno de los microorganismos
ruminales, y por otra, aportar aminoacidos al animal. Las necesidades de los

microorganismos se pueden cubrir con fuente de nitrégeno proteico y no
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proteico, en cambio, las necesidades del animal solo se puede cubrir con

aminoacidos que puedan ser de origen dietario o microbiano.

A diferencia de lo que pasa en monogastricos, el perfil y la calidad de los
aminoacidos que llega al duodeno es diferente del aportado en la racién, debido
a la degradacion ruminal de los aminoacidos dietarios y al aporte de proteina
microbiana. Sintetiza a partir de la energia derivada de los carbohidratos y de
compuestos nitrogenados simples (Wallace y Cotta, 1988). Esta proteina
microbiana junto con la proteina que escapa de la degradacion ruminal es
directamente disponible para ser digerida y absorbida por el rumiante.

La hidrélisis de la proteina en el rumen es un proceso complejo de varias
etapas. En primer lugar se solubiliza la fraccién soluble; después se adhieren
los microorganismos a la proteina insoluble y en ese punto la cadena peptidica
es atacada por diversas exo y endo- proteasas, liberandose péptidos y
aminoacidos. Estos péptidos y aminoacidos libres seran absorbidos
rapidamente por los microorganismos para ser incorporados directamente a la
sintesis proteica o para ser descarboxilados y desaminados produciendo AGV,
CO,, y amoniaco (Owens y Zinn, 1988).

El rumiante provee los nutrientes que permiten el crecimiento y desarrollo
de los microorganismos ruminales. Todo el C, N, P, S y elementos trazas
necesarios son aportados por el alimento que consume el animal (Grudsky y
Arias, 1983).

Es sabido que la mayoria de los distintos tipos de bacterias existentes en
el rumen utilizan al NH3 como fuente de nitrdgeno para sintetizar su proteina. El
NHs ruminal es aportado por la proteina degradada en rumen, como también
por el nitrégeno no proteico dietario y enddégeno. Es, por lo tanto, un buen
indicador de la disponibilidad de nitrégeno para la biomasa ruminal la
concentracion de NH3 en el liquido ruminal (Grudsky y Arias, 1983).

La concentracion de promedio de NH3; ruminal reportada en la literatura
fluctua desde 0.8 a 56.1 mg/100 mL de liquido ruminal, aumentando con el
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porcentaje de proteina dietaria. Hasta la fecha, no se ha establecido en forma
precisa cual es la concentracidn de NH; en el liquido ruminal que permite
sustentar un éptimo crecimiento microbiano; sin embargo, algunos autores han
observado que concentracion entre 5y 10 mg NH3/100 MI de liquido ruminal, no
limitarian el crecimiento microbiano, segun resultados obtenidos tanto in vivo
como in vitro; estas concentraciones en el fluido ruminal se obtienen cuando la
dieta contiene niveles de proteina cruda cercanos a 11-14% (Grudsky y Arias,
1983).

2.2 Subproductos agroindustriales empleados en la alimentacion de

ganado

De la produccion y procesamiento de alimentos para el hombre se
originan numerosos subproductos y residuos que pueden ser destinados a la
alimentacion animal. Un ndmero importante de los mismos tienen
caracteristicas nutritivas diferentes segun su origen y el tipo de procesos
industriales. En general, presentan la particularidad de ser muy concentrados
en uno o mas de sus nutrientes (proteinas, lipidos, etc.) por lo que se deben
analizar cuidadosamente para asi poder combinarlos en forma correcta con

otros alimentos en dietas equilibradas (Morales, 1987).

2.2.1 Subproductos de origen animal

En términos generales, son alimentos que contienen proteinas de alta
calidad con un excelente balance de aminoacidos y muy ricos en minerales y
vitaminas. Con excepcién de los provenientes de la industria lechera, las
proteinas son de baja degradabilidad ruminal (denominadas “by pass”). Para la
utilizacion de este grupo de alimentos, D"Ascanio en 1992 reporta que se deben

tener en cuenta las siguientes consideraciones:

e Los subproductos de origen animal normalmente contienen
importantes cantidades de grasa y son muy propensos a sufrir
procesos de oxidacion y rancidez.

17



e Deben ser procesados y almacenados adecuadamente para prevenir

el crecimiento y contaminacién con microorganismos.

e En general son comparativamente mas caros que los subproductos de

origen vegetal.

2.2.1.1 Industrias lacteas

De los procesos industriales de la leche se obtiene una amplia variedad
de productos para el consumo humano y animal. En lineas generales los
subproductos de esta industria son de alta calidad en proteina y aminoacidos,
lactosa (azucar de la leche), minerales y vitaminas. El suero de la leche es uno
de los subproductos de mayor volumen y es usado en nuestro pais en la
produccién intensiva de cerdos y, en menor medida, en la crianza artificial de
terneros de tambo. Existen también antecedentes de uso en la suplementacién
de alimentos de vacas lecheras y novillos en pastoreo (De Visser y Steg.,
1988).

Ademas del suero existen otros subproductos como: la albumina, la
caseina, el barrido de la leche en polvo, distintos tipos de sueros tratados
(condensados, secos, hidrolizados y fermentados), etc. En general se
recomienda que este tipo de subproductos no superen el 25 % del consumo
total de materia seca (MS), siendo la principal limitante en la alimentacion de
rumiantes el costo relativo de estos alimentos (De visser y Steg., 1988).

2.2.1.2 Industria pesquera

Los subproductos de esta industria consisten en los desechos del
procesamiento del pescado, conjuntamente con otras especies marinas. Estos
alimentos son una fuente muy rica de nutrientes, principalmente proteinas,

vitaminas y minerales. Los mas comunmente utilizados son las harinas (con o
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sin extraccion de aceite) y el soluble de pescado (D"Ascanio, y Peruchena,
1992).

En rumiantes el uso de las harinas se restringe a animales de muy alto
mérito genético, siendo considerada como una excelente fuente de proteina no
degradable, ademas de vitaminas y minerales. El contenido proteico puede
variar entre 400 y 700 g/Kg dependiendo del tipo de pescado del cual se
obtuvo. Desde un punto de vista nutricional, la incorporaciéon de harina de
pescado en la dieta de rumiantes se debe realizar a partir de un correcto
balance de las fracciones degradables y no degradables de la proteina y en
funcién del requerimiento de los animales. Su uso masivo esta normalmente

limitado por el precio (D Ascanio, y Peruchena, 1992).

2.2.1.3 Industria frigorifica

Dentro de este grupo de subproductos se encuentran las harinas de
carne con y sin hueso, harina de plasmas, harina de huesos y las grasas y
aceites. Como las harinas de pescado, éstas son muy ricas en proteina de baja
degradabilidad ruminal. La utilizacion de harina de carne y de hueso de origen
bovino y ovino para la alimentacién de rumiantes, fueron prohibidos por el
Servicio Nacional de Sanidad Animal (SENASA; resoluciéon No 252 del 12 de
mayo de 1995). Dicha prohibicidén obedece a medidas de prevencién contra la
encefalopatia espongiforme bovina, también conocida como “enfermedad de la

vaca loca”.

Las harinas sangre y plasma estan indicadas para raciones de vacas
lecheras de alta produccion. Son alimentos de escasa palatabilidad por lo que
su incorporacion en la dieta debe ser gradual, siendo a menudo mezcladas con
melaza. Las grasas y aceites son fuentes muy concentradas de energia que
son utilizados para aumentar la concentracion energética de las dieta, sobre
todo en raciones de vacas de alta produccion. Cantidades excesivas en la dieta
(mas del 9%), puede comprometer la digestién de la fibra y reducir el consumo
de alimento (Castillo y Gallardo, 1989).
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2.2.1.4 Produccién avicola

Los establecimientos intensivos de produccion avicola tienen una alta
produccién de excremento que son comunmente utilizados como fertilizantes.
En la actualidad se ha difundido el uso de dichos excrementos (“cama de pollo”
fundamentalmente) para la alimentacion de rumiantes. Se entiende por “cama
de pollo” al conjunto de excretas y orina de las aves, mas restos de alimentos,
plumas, huevo y material absorbente. Se caracteriza por ser materiales de bajo
valor energético y alto en proteinas, fibra y minerales. La proteina se presenta
con una alta proporcién de nitrdgeno no proteico, por lo que su uso se destina

exclusivamente a la alimentacién de rumiante (Castillo y Gallardo, 1989).

Existen diferentes substanciales en la composicion quimica de estos
materiales en funcion de su origen, siendo necesario un analisis quimico previo
a la utilizacion. La informacién relacionada con el uso de cama de pollo para
animales de carne, indica que estas podrian participar en la dieta en niveles de
hasta un 30-40%, aunque existen antecedentes de inclusiones de 60-70% en
animales de menores requerimientos. En ganado lechero con quimica
producciones intermedias a bajas no deberian sobrepasar un 25-30% del
consumo disminuyendo factores a 10-15 en rodeos de alta produccién. Ademas
de lo mencionado, se debe considerar por un, lado la probable contaminacién
de estos productos con sustancias quimicas (anabdlicos, antibiéticos, etc.), y
por otro, la posibilidad de contaminacién con organismos patdgenos,
principalmente Salmonella. Al respecto, las recomendaciones de distintas
fuentes bibliogréaficas indican la posibilidad de ensilado de este tipo de material
con las siguientes ventajas: bajo costo, disminucion de organismos
potencialmente patégenos, mayor palatabilidad y disminucién de aromas no
deseables (Castillo, y Gallardo. 1989).
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2.2.2 Subproductos de origen vegetal

Casi todos los tipos de vegetales que son producidos y/o procesados
para la alimentacién humana tienen algun subproducto que puede ser utilizado
para la alimentacion animal. En nuestro pais estos subproductos son un
importante componente en la elaboracion de balanceados comerciales o en
raciones elaboradas a campo. Un aspecto interesante a destacar es la posible
contaminacién de alguno de estos alimentos con pesticidas y/o aflatoxinas,
constituyendo una de las principales desventajas a considerar en la
suplementaciébn de vacas lecheras. Las aflatoxinas son sustancias
hepatotdxicas y cancerigenas que, ademas del dano producido en el animal, se
traspasan a la leche (aproximadamente un 10% del total ingerido), siendo la
poblacion infantil particularmente sensible a estas micotoxinas. En la actualidad
existen fuertes restricciones en los paises desarrollados (principalmente la
comunidad econémica Europea) para importar alimentos contaminados con las

sustancias mencionadas (Castillo, y Gallardo, 1989).

2.2.2.1 Industria aceitera

Distintas semillas oleaginosas son producidas en todo el mundo como
fuentes de aceites vegetales con distintos usos en la industria o para el
consumo humano. El residuo del procesamiento de estas semillas es un
producto rico en proteinas de gran valor en la alimentacion del ganado en
general (aves, cerdos y rumiantes), este grupo de subproductos se presenta
normalmente en el comercio en forma de pellets o de harinas. Su valor
alimenticio varia con la composicién quimica de la semilla original y con el
método de extraccién del aceite (por solventes o por medios mecanicos
(Ensminger, y Heinemann, 1990).

En general las harinas obtenidas por extraccion mecanica, contienen
mayor cantidad de aceite y fibra y menor porcentaje de proteinas que aquellas
obtenidas por extraccion con solventes. Actualmente, los pellets y las harinas

mas ampliamente utilizadas en el mundo provienen del procesamiento de la
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soja, por lo que ésta es usada como estandar comparativo respecto a las otras.
Muchas de las harinas se semillas oleaginosas son similares a la de la soja en
Su composicidon quimica, pero su uso se encuentra a veces limitado por
problemas de suministro y disponibilidad, factores antinutricionales (por ejemplo
gosipol en algoddn) o falta de palatabilidad (Ensminger, y Heinemann, 1990).

2.2.2.2 Industria molinera

La mayoria se los granos de cereales son molidos y procesados de
alguna manera para ser preparados para el consumo humano. En este proceso
se obtienen una amplia variedad de subproductos que pueden ser usados
extensivamente en la alimentacion animal y que difieren, en funcién de la
intensidad del procesamiento, en su valor nutritivo. Muchos de estos
subproductos son una excelente fuente de energia y algunos también tienen
elevados contenidos de proteina. Aunque el contenido de Ca y P puede ser
bajo, son buenos suplementos en las dietas de vacas lecheras pudiendo
participar en un 25 a 50 % (Ensminger, y Heinemann, 1990).

Los mas importantes subproductos de la industria molinera son:

e Afrechillos: representa el pericarpio de la semilla y se obtiene en el
proceso de separacidon del almiddn. Los de importancia cuantitativa para
nuestro pais son los de trigo, maiz y arroz. Son por su origen, alimentos
con altos contenidos de pared celular. La calidad de los afrechillos
depende en gran medida de la eficiencia en el proceso de separacion
del almidon.

e Gluten: es la sustancia remanente después de la extraccion de almidon y
el jarabe. Se comercializan en el caso del maiz como “corn gluten feed” y
“corn gluten meal”’, con contenidos de proteinas de 23 y 60%
respectivamente, de baja degradabilidad ruminal (50%). En caso del
sorgo, la harina de gluten se la denomina burlanda y posee no menos de
45% de proteina (Ensminger, y Heinemann, 1990)
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2.2.2.3 Industria frutihorticola
Las frutas y hortalizas suelen ser considerados interesantes recursos en

la alimentacién del ganado. En lineas generales pueden tener tres origenes:

e Desechos en la clasificacion por calidad, ya sea por tamafo y por dafo
¢ Residuos dejados en el campo, y

¢ Residuos del enlatado y la produccién de jugos.

Debido a la gran diversidad de productos que comprenden este grupo de
alimentos, como caracteristica general se podria decir que son pobres en calcio
y fésforo, tiene muy buena digestibilidad y concentracién energética, alto
contenido de azucares solubles, bajos contenidos de proteina y bajos
porcentajes de materia seca. Con la excepcion de pellet de pulpa de citrus,
proveniente de la produccion de jugos, los alimentos derivados de la industria
frutihorticola presentan una serie de problemas, como ser altos contenidos de
agua, disponibilidad estacional, transporte, almacenaje, manejo y distribucion al
ganado tiempo de deterioro, etc. Es por ello que su uso debe estar muy bien
planificado y en lo posible cerca de las areas de produccion (Ensminger, y

Heinemann, 1990).

2.2.2.4 Industria azucarera

Este grupo de subproductos se obtiene de las distintas etapas del
procesamiento de la cafa de azucar. Los mas utilizados en el pais son la
melaza, como producto secundario del refinamiento del azucar, y el bagazo,
gue consiste en las cafas después de la extraccion de los jugos azucarados por
trituracién con rodillos. La melaza es muy palatable y es considerada como una
excelente fuente de energia. Si bien en nuestro pais fue usada para la
fabricacién de alconaftas, en la actualidad deberia ser tenida en cuenta como
un ingrediente importante en las raciones de vacas lecheras. La melaza es un
excelente saborizante, mezclada con alimentos molidos, es muy buen

aglutinante para el peleteado, estimula la actividad de los microorganismos
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ruminales, provee minerales traza y puede ser utilizada como vehiculo de urea,

minerales y vitaminas (D Ascanio, y Peruchena, 1992).

En otros paises la melaza es normalmente incluida en proporciones
variables (entre 3 a 15% de la dieta). Aunque existen antecedentes de mayor
participacion (superior al 15%), podrian causar que el alimento se torne
inmanejable y extremadamente pegajoso (AFRC, 1993).

El bagazo es un subproducto de muy alto contenido de fibra, por lo que
tiene una baja digestibilidad (alrededor del 25%) y debe ser considerado como
un forraje de emergencia. No deberia incluirse en las dietas en proporciones
mayores al 10% (AFRC, 1993).

2.2.2.5 Industria cervecera

Existen distintos subproductos provenientes de esta industria, siendo los
mas comunes la hez de malta (seca y humeda) y los granos de destileria,
principalmente cebada con mezclas de maiz y en algunos casos arroz (seco,
himedo o ensilado). Se deben tener precauciones en el almacenaje, duracion y
protecciébn de aquellos subproductos humedos ya que se degradan con
facilidad. Estos subproductos son en general muy palatables, ricos en proteinas
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 produccion de
leche si participan por encima del 20% de la racién ofrecida en base materia
seca como granos de destileria himedos (D Ascanio, y Peruchena, 1992).

La levadura se obtiene cuando se separa el mosto fermentado y se
elimina el sabor amargo a través de varios lavados con alcali diluido y la crema
final se deseca, muele y empaqueta. La crema final o lechada, es el
subproducto que aun no ha sido desecado y en su estado liquido puede ser
utilizado en la alimentacién de ganado. Esta crema final de levadura (lechada o
licor de cerveza) aumenta el consumo de alimento y la produccion de leche, y
se le atribuye un valor nutritivo similar a la pasta de soya en las dietas para
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ganado productor de leche. Sin embargo, la limitante para la incorporacién de la
crema final en las dietas de ganado lechero es su bajo contenido de materia
seca. Otra limitante importante es el costo que debe pegarse por el flete para
trasladarla a la explotacién, razén por la cual los ranchos que se localizan cerca
de las plantas productoras de cerveza son las mas beneficiadas con la
utilizacién de estos subproductos (Llamas, 2008).

2.2.2.5.1 Masilla

Subproducto de la industria cervecera resultante del proceso de
prensado vy filtracién del mosto obtenido tras la sacarificacion del grano de
cereal (cebada, basicamente) malteado. Es un producto humedo cuyo
contenido en materia seca es de 20-25 %. No se observan diferencias
significativas en la composicion quimica correlacionadas con el contenido de
materia seca, aunque éste es viable, en el mercado recibe otros nombres como
el de cebadilla de cerveza o masilla, y es el término equivalente a lo que el

mundo anglosajén conoce como “wet brewers grains” (Llamas, 2008)

El bagazo de cerveza es un subproducto rico en proteina, siendo su
contenido proteico promedio de un 24-26% sobre la materia seca. El extracto
etéreo representa un 6 %. Es un subproducto rico también en fibra, con un
contenido en fibra detergente neutra (FND) del 44% y en fibra detergente acida
(FAD) del 20%, aunque se trata de una fibra muy poco efectiva (18%). El
contenido en lignina es de un 5% vy el de ceniza de un 7%. En el residuo mineral
destaca el contenido en P (6 g/Kg), siendo mas bajo (3 g/Kg) el contenido en Ca
(Calsamiglia, 2004).

2.2.2.5.2 Levadura

Las levaduras se han administrado a los animales en el alimento durante
mas de 100 anos, ya sea en la forma de una masa fermentada producida en el
rancho, subproductos de levadura especificamente para la alimentacién animal.

Aun cuando esta practica de utilizar las levaduras en los alimentos pecuarios
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han existido durante mucho tiempo, todavia no hay mucha difusién o existe
confusién en la industria para utilizarlas. Pero por donde se observe el uso de
levaduras tiene grandes beneficios, ya que la levadura en si, proporciona
vitamina del complejo B, minerales, es una fuente de proteina y de
aminodcidos. Aproximadamente el 40% del peso de la levadura seca consiste
en proteina (Llamas, 2008).

La levadura puede ser presentada en diferentes concentraciones de
proteina desde levaduras de 30% hasta levaduras de 45%. Hay también
diferentes tipo de coloracion de las levaduras, que pueden variar debido la
caracteristica del proceso de produccion, de secado, o hasta mismo debido la

época de produccién.

La levadura Saccharomyces cerevisiae puede tener 3 variantes, es decir,

que sea:

Levadura activa: levadura viable con un conteo de 10 mil a 20 mil

millones de células vivas por gramo, esta levadura se utiliza principalmente

como probidtico, algunas de sus funciones reportadas por Garcia (2007) son:

e Promotor de crecimiento.

¢ Mejores animales

e Aumenta la produccion de leche materna

e Mayor ganancia de peso

e Conversién de alimenticia a mayor velocidad.
e Reduce el exceso de amoniaco.

e Accion estimulante de la inmunidad.

e Corrige el balance de la poblacién microbiana

Levadura inactiva: esta levadura, tiene casi nula viabilidad, practicamente

1.0*10? células vivas por gramo. El hecho de hacerse inactiva es para
aprovechar otras bondades cuando es fermentada pH bajo, como es el ser
apetecible por ciertas especies que no toleran facilmente consumir alimentos de
origen vegetal.
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Algunas ventajas que ofrece la levadura inactiva (Garcia 2007) son:

e Fuente natural rica en proteinas

e Mejora la palatabilidad del alimento

e Buen equilibrio de aminoacidos esenciales, con niveles altos de Usina.
e Es una fuente natural de vitaminas del complejo B

e Es un buen complemento del alimento balanceado

Levadura inactiva enriqguecida: en esta levadura lo que se trata de

aprovechar principalmente, es que se esta enriqueciendo organicamente con
algun micromineral, lo que se traduce en una mejor biodisponibilidad de este,
hay una mejor retencién del micromineral organico, ademas que hay una menor
posibilidad de intoxicacion, siempre y cuando se apligue a las dosis
recomendada. En estas levaduras podemos encontrar las enriquecidas con

selenio, cromo, hierro, zinc, manganeso, cobre, molibdeno, etc. (Garcia, 2007).

2.2.2.5.2.1. Estructura de Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae tiene generalmente una forma elipsoidal, con un diametro
que varia de 5 hasta 10 micrometros. El tamario celular aumenta con la edad de
la célula. Estructuralmente, la S. cerevisiae estda compuesta por tres

constituyentes:

o Pared celular: Constituidos por polisacaridos (80-90%), glucanos,
mananos y pequenos porcentajes de quitina, otros componentes de pared
celular son proteinas, lipidos y fosfatos.

. Membrana plasmatica: la funcién es mantener la permeabilidad
selectiva y regular la nutricion celular, absorcion de carbohidratos, compuestos
nitrogenados.

J Material celular o extracto: constituido por componentes
intracelulares, el componente celular es rico en inositol, glutamato que tiene
efectos positivos sobre la palatabilidad y nucleétidos que tienen beneficios en el

sistema inmune.
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2.2.2.6 Industria vitivinicola

La pomasa o pulpa de uvas es el residuo de la producciéon de vino o
jugos. Esta compuesta principalmente de los tallos, semillas, pulpa y hollejo u
orujo de la uva. Es un recurso de baja calidad, alto en fibra y de baja
concentracion energética. Se recomienda para la alimentacién del ganado de
carne o en animales no lactantes en proporciones no mayores a unos 20% de la

dieta total, previamente equilibradas (Ensminger, y Heinemann, 1990).

2.3 Proteasas

Las enzimas son polimeros de aminoacidos que dirigen la actividad
catalitica en distintos sistemas biolégicos, gracias a su capacidad de acelerar
reacciones quimicas. Durante los ultimos aros, utilidad en gran cantidad de
industrias han adquirido gran relevancia; siendo las proteasas el grupo de
enzimas de mayor importancia industrial y comercial a escala internacional
(Haard y col., 2000, Montes y Magana, 2000). Casi la mitad de las enzimas
industriales son proteasas y se utilizan en los detergentes, en procesos de
ablandamiento de pieles, en la manufactura de quesos, etc. (Haard y et. al,,
2000)

2.3.1 Clasificacion

En 1960, Hartley sugiri6 que era conveniente dividir a las enzimas
proteoliticas o proteasas, con base a su mecanismo de accién, en 4 grupos: a)
serina-proteasas: b) Aspartico- proteasas c) Sulfhidril-proteasas, también
llamadas tiol proteasas o cisteina proteasas y d) metalo-proteasas (Whitaker,
2000).

La mayoria de las proteasas comerciales, principalmente la neutral y
alcalina, son producidos por organismos que pertenecen al género Bacillus. Las
proteasas bacterianas neutrales son activos en un rango de pH (pHde 5a 8)y
son relativamente tolerantes a temperaturas bajas. Las proteasas neutrales
generan menos hidrélisis de proteinas en los alimentos que las proteinas de los

animales, por lo tanto, son mas valiosas para su uso en la industria alimentaria,
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una proteasa neutra es insensible a los inhibidores de la proteasa neutral de
plantas y por lo tanto es util en la industria cervecera (Whitaker, 2000).

La mayoria de las proteasas bacterianas son neutras por su gran
afinidad por los pares de aminoacidos hidrofébicos, su termotolerancia baja es
ventajosa para el control de reaccidén durante la produccién de alimentos de
bajo grado de hidrdlisis. Algunas de las proteasas neutras pertenecen al tipo de
metaloproteasas y requieren de iones metalicos divalentes para su actividad,
mientras que otras son proteasas, que nos se ven afectados por los agentes
quelantes. Las proteasas bacterianas alcalinas se caracterizan por su alta
actividad a pH alcalino, (pH 10) y su amplia especificidad de sustrato. Su
temperatura 6ptima es alrededor de 60°C.Estos propiedades de las proteasas
bacterianas alcalinas las hacen adecuadas para su uso en la industria de
detergentes (Brock, 1961).

2.3.2 Fuentes de proteasas
Dado que las proteasa son fisiolégicamente necesarias para la vida
misma, se encuentran en una amplia diversidad de fuentes, tales como, plantas,

animales y microorganismos.

2.3.2.1 Proteasas de origen vegetal

El uso de plantas como fuente de proteasas se rige por varios factores,
tales como disponibilidad de tierras para el cultivo, condiciones climaticas para
el crecimiento. La papaina, bromelina, keratinasas y la ficina representan

algunos de las proteasa conocidas de origen vegetal (Rao, 1998).

2.3.2.2 Proteasas de origen animal

Las proteasas mas familiares de origen animal son de pancreas, dentro
de las que destacan la tripsina, la pepsina y la renina. Estos son preparados en
forma pura en grandes cantidades. Sin embargo, su produccion depende de la
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disponibilidad de ganado, que a su vez se rige por las politicas agricolas (Rao,
1998).

2.3.2.3 Proteasas de origen microbiano

La incapacidad de las planta y animales para satisfacer las demandas
actuales de proteasas han logrado un alto interés en las proteasas de origen
microbiano. Los microorganismos representan una excelente fuente de
enzimas, debido a su amplia diversidad bioquimica y su susceptibilidad a la
manipulacion  genética. Las  proteasas  microbianas  representan
aproximadamente el 40 % de las ventas totales a nivel mundial. Las proteasas
de origen microbiano son mas preferidas que las enzimas de plantas y
animales, ya que poseen casi todas las caracteristicas deseadas para sus
aplicaciones biotecnoldgicas (Rao, 1998). Se han reportado la obtencién y
purificacion de proteasas de diversas fuentes como las de origen:

Bacteriano: La mayoria de las proteasas comerciales, principalmente
neutral y alcalino, son producidas por los organismos que pertenecen al género
Bacillus. Las proteasas neutrales bacterianas son activas en una gama estrecha
del pH (el pH 5 a 8) y tiene termotolerancia relativamente bajo. Debido a su
indice intermedio de reaccién, las proteasas neutrales generan menos
amargura en proteinas hidrolizadas del alimento que las proteinasas animales y
por lo tanto tienen valores para el uso en la industria alimentaria. Una proteasa
neutral, es insensible a los inhibidores naturales de las proteasas de las plantas

y es por lo tanto util en el sector cervecero.

Hongos: Los hongos elaboran una variedad mas amplia de enzimas que
las bacterias. Por ejemplo, las oryzae del Aspergillus producen proteasa acidas,
neutras y alcalinas. Las proteasas fungicidas son activas sobre una gama
ancha del pH (pH 4 a 11) y exhiben especificidad amplia del sustrato. Sin
embargo, tienen una tarifa mas baja de la reaccion y peor tolerancia de calor
que las enzimas bacterianas. Las enzimas fungicidas se pueden producir

convenientemente en un proceso de fermentacién de estado soélido. Las
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proteasas acidas fungicidas tienen un pH éptimo entre 4 y 4.5 y son estables
entre pH 2.5 y 6.0. Son particularmente utiles en la industria de la fabricacion
del queso debido a sus especificidades estrechas del pH y de la temperatura.
Proteasas neutrales fungicidas son activas en pH 7.0 y son inhibidas por los

agentes quelantes.

Virus: Las proteasas virales han ganado la importancia debido a su
implicacion funcional en el proceso de proteinas de los virus que causan ciertas
enfermedades fatales tales como SIDA y cancer. Las peptidasas de la serina,
asparticas, y de la cisteina se encuentran en varios virus. Todas las peptidasas
virus-codificadas son endopeptidasas; no hay metalopeptidasas. Los
aspartilproteasa de Retroviral que se requieren para el ensamble y la
replicacion viral son homodimeros y se expresan como parte del precursor de
poliproteinas. La proteasa madura es lanzada por el autdlisis del precursor. Una
literatura extensa esta disponible en la expresion, la purificacion, y el analisis
enzimatico de la proteasa aspartica retroviral y de sus mutantes. La
investigacidon extensa se ha centrado en la estructura tridimensional de
proteasas virales y su interaccién con los inhibidores sintéticos con objeto de
disefiar los inhibidores potentes que pueden combatir implacablemente la
extension y epidemia de la devastacion del SIDA. Asi, aunque las proteasas
sean extensas en naturaleza, los microbios sirven como fuente preferida de
estas enzimas debido a su crecimiento rapido, el espacio limitado requerido
para su cultivacién, y la facilidad con la cual pueden genético ser manipulados
para generar las nuevas enzimas con las caracteristicas alteradas que son

deseables para sus varios usos.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en los laboratorios del Departamento
de Produccion Animal de la UAAAN, el material biologico (levadura inactiva) fue
proporcionado por la empresa Cerveceria Cuauhtémoc Moctezuma, N. L. Este
trabajo se dividié en 6 etapas, las cuales se describen a continuacion:

ETAPA I: Acondicionamiento de los animales en estudio, mediante una dieta

balanceada adicionada de levadura inactiva y obtencién de liquido ruminal.

3.1 Acondicionamiento del ganado Holstein y obtencion de liquido

ruminal

Se emplearon 4 animales multiparos de la raza Holstein, los cuales
fueron sometidos a una dieta balanceada (cuadro 3) durante 120 dias
adicionada de levadura inactiva proveniente de la industria cervecera (Montero,
2009).

El liquido ruminal (400 mL) se obtuvo mediante el empleo de una bomba
nasogastrica, el cual fue transportado en contenedores estériles bajo
condiciones anaerdbicas y a una temperatura de 40x2°C para mantener la
viabilidad de los microorganismos presentes en él. Inmediatamente el liquido
fue filtrado mediante el empleo de tela muselina y finalmente se centrifugd a
3000 rpm por 15 minutos para eliminar la mayor cantidad de materia organica
presente.

Se realizé el estudio microbiolégico lo mas pronto posible, esto para
evitar modificaciones en la proporcién original de las poblaciones microbianas

in vivo.
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Cuadro 3. Dieta de ganado lechero alimentado con levadura

Ingrediente Kg
Sorgo rolado 34.33
Salvadillo 5
Harinolina 8.37
Semilla de algoddn 13
Silo maiz 5
Heno avena 0
Alfalfa 24
[ tewdwa 9]
Minerales 0.6
Bicarbonato 0.7
Consumo de Materia Seca 17.33

Fuente: Montero, 2009.

ETAPA |lI: Aislamiento preliminar y caracterizacion macroscopica de

microorganismos procariontes en agar nutritivo

3.2 Aislamiento de procariotas en agar nutritivo

Se preparé el agar nutritivo (BIOXON) diluyendo 23 g de agar en 1000
mL de agua destilada, se solubilizé6 a flama de mechero para posteriormente
esterilizarlo en una autoclave (PRESTO) a 121 °C a 15 Lb de presion por un
tiempo de 15 min. Una vez esterilizado se vacié de 15-20 mL del medio de
cultivo en cajas petri. Posteriormente se sembrd por el método de vertido en
placa con la ayuda de una varilla de vidrio en forma de L llamada espatula de

Drigalski-Conradi, (con el objetivo de que la muestra fuera homogénea en todo



el medio y asi permitiera el crecimiento de todas las bacterias existentes en el

liquido ruminal).

Se realizé una seleccién de microorganismos de interés en base a su
crecimiento homogéneo, para el trabajo de investigacion y luego se realiz6 la
resiembra en medios sélidos. Las muestras se acondicionaron en anaerobiosis
incubandolos en una incubadora (marca Arsa) a 40 °C por 24 horas para el

crecimiento de los microorganismos anaerobios.

Después de 24 h transcurridas se sacaron las cajas de la incubadora y
se realizaron resiembras por la técnica de estria abierta cruzada para la
obtencién de microorganismos parcialmente aislados; los cuales se obtuvieron
tomando una asada de las muestras recolectadas de manera que se formara
una burbuja uniforme en el ojo de la asa; esta gota fue extendida en un extremo
del agar, a la cual se denomina “zona de descarga”, posteriormente se hicieron
3 diluciones por la técnica de estria abierta cruzada, calentando al rojo vivo el
asa microbioldégica cada vez que se estrié para empezar a lograr las primeras
colonias microbianas aisladas. Se incubaron todas las cajas petri en
condiciones de anaerobiosis dentro de botes anaerdbicas por 24-96 h a 40 °C.

3.3 Caracterizacion macroscépica de las cepas obtenidas

Una vez que se observd crecimiento uniforme (24-96 h) se
registraron las caracteristicas macroscépicas de las colonias como tamano,
color, forma, elevacion, superficie, aspecto, bordes, luz translucida, luz radiante
y consistencia, para poder hacer comparaciones entre tratamientos. Cada
colonia obtenida se identificé con un cédigo.
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ETAPA IlIl: Aislamiento preliminar y caracterizacidn macro- y microscopica de

microorganismos procariontes en medios especificos para anaerobios

3.4 Aislamiento de procariotas en agar Scheadler

Se empled el agar Scheadler como medio de cultivo especifico para
anaerobios, haciendo un llenado de las cajas petri de 15-20 ml de medio para
poder realizar la resiembra, una vez identificada las colonias bacterianas se
prosiguié a resembrar en este medio, por la técnica de estria abierta cruzada
para que se obtuvieran colonias parcialmente aisladas; se tomd una asada de
las muestras recolectadas de manera que se formara una burbuja uniforme en
el ojo de la asa, se extendié en un extremo del medio, la cual también es
conocido como una “zona de descarga” se hicieron 3 diluciones, se quemoé el
asa microbiolégica cada vez que se estriaba para evitar posibles

contaminaciones del medio ambiente.

Las cajas sembradas se colocaron en un bote donde se realizd la
anaerobiosis, se incubaron a 39-40 °C monitoreando a los 24 y 96 horas,
dependiendo del crecimiento microbiano y se revisdé que el aislamiento fuera

favorable para la identificacion macroscopica.

Después de que se observé crecimiento bacteriano se realizé la
identificacion macroscopica donde se registraron las siguientes caracteristicas;
tamano, color, forma, elevacion, superficie, aspecto, bordes, luz translucida, luz
radiante y consistencia. Se realizé la comparacion de los resultados obtenidos
de los diferentes animales.

Posteriormente se hizo un frotis de todas las colonias identificadas, de la
siguiente manera; primero se agregé una gota de agua destilada sobre el
portaobjetos y tomando una asada de las colonias bacterianas se realizé una
dilucién, el frotis se secé con calor, para después tefir las muestras mediante la
técnica de Gram.
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3.4.1 Identificacién microscépica

Con la ayuda del microscopio (Westover) a escala de 100X se hizo la
identificacion correspondiente, donde se lograron observar las células
bacterianas que contenia las muestras tefiidas, empleando aceite de
inmersién para facilitar la observacién. Se identificar diferentes tipos de

bacterias clasificandolos en cuanto a forma, tincién, tamano, etc.

ETAPA IV: Purificacion y mantenimiento de las cepas aisladas

3.5 Purificacién de cepas

Una vez que se logré observar cepas puras, se mantuvieron en tubos
con agar Scheadler en forma de pico de flauta, para su posterior uso. Fueron
almacenadas en condiciones anaerdbicas y codificadas.

Un esquema general para el enriquecimiento, aislamiento e identificacion

de microorganismos que se empleé fue el siguiente:

Fuente de indculo— Caldo de enriquecimiento — Aislamiento— Identificacion

ETAPA V: Identificacion del metabolismo bioquimico de las cepas bacterianas

obtenidas

3.6 Identificacion el metabolismo microbiano
Se seleccionaron uUnicamente 10 cepas puras (por su crecimiento
homogéneo, tiempo de crecimiento) y se realizd la caracterizacién del

metabolismo bioquimico de las cepas bacterianas seleccionadas.

El agar se prepard en forma de pico de flauta esto con el fin de
determinar la existencia de dos camaras de reaccion dentro del mismo tubo. La

porcion inclinada (pico) expuesta en todas sus superficie al oxigeno es aerobia
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y la porcién inferior (fondo) esta protegida del aire y es relativamente anaerobia.
Las pruebas bioquimicas realizadas fueron las siguientes:

3.6.1 Agar MacConkey

Se prepararon 50 g de agar MacConkey en 1000 mL de agua destilada
con la ayuda de un matraz Erlenmeyer, el cual se fundié y disolvié a flama de
mechero, para después realizar la esterilizacién a 121 °C, a 15 Lb de presién
por 15 minutos. Una vez esterilizado el medio se vaci6 en tubos de 13*100 mL
inclinandolos en forma de pico de flauta.

Se inoculé cada una de las cepas puras y se incubaron a 40 °C por 24-
48 horas hasta observar el cambio de color ya que era el tiempo en que
reaccionaban las bacterias para adaptarse el medio, por que el agar McConkey
es un medio diferencial que permite distinguir entre enterobacterias que
hidrolizan lactosa y las que no lo hacen. La hidrélisis de la lactosa produce
acidos organicos y las colonias que la hidrolizan adquiriendo un color rojo. Las
colonias lactosas negativas permanecen incoloras aunque el medio cambia a
amarillo por la subida de pH que origina la utilizacién de las proteinas (peptona)
del medio.

3.6.2 Agar citrato de Simmons

Se prepararon 24.2g de agar citrato de Simmons en 1000 mL de agua
destilada con la ayuda de un matraz Erlenmeyer, el cual se fundié y disolvi6é a
flama de mechero, para después realizar la esterilizacion a 121 °C, a 15 Lb de
presion por 15 minutos. Una vez esterilizado el medio se vacié en tubos de

13*100 mL en forma de pico de flauta.
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ETAPA VI: Empleo de un microorganismo procarionte para la produccién de

una proteasa, mediante el diseno de un medio de cultivo inductor

3.7 Produccion de una proteasa

3.7.1 Seleccién (ensayo):

Se eligi6 una cepa pura (crecimiento homogéneo y produccién de
pigmento) codificada con el numero 652 col 2 para verificar la degradacion de
proteinas.

Se disefid un medio sélido especifico (cuadro 4) empleando como fuente
de carbono caseina. El medio mineral fue esterilizado a 121°C por 15 min y una
vez que alcanzé temperatura ambiente, se adiciond la fuente de carbono
empleando leche descremada (Lala) tetrapack agitando suavemente para

permitir su homogenizacion.

Cuadro 4. Composicién quimica del medio sélido especifico para el monitoreo
de la degradacién de la proteasa.

Componentes Cantidad (%)
Agar bacteriolégico 2 %
NaCl 0.5%
NaNO; 0.3 %
KCI 0.5%
Fuente de carbono (leche 1%
descremada)
MgSO4 0.01 %
KH2PO4 0.2 %

Se prosiguié a vaciar el medio en cajas Petri esperando hasta que se
solidificara para poder realizar la siembra por estriado e incubando las cajas a
40 °C en condiciones de anaerobiosis por periodos de tiempo de 24 a 96 h o
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hasta observar crecimiento uniforme; posteriormente se realizd la

caracterizacion macro y microscopica del crecimiento celular.

3.7.2 Curva de crecimiento en medio liquido especifico para anaerobios
(tioglicolato de sodio)

Se prepar6 el medio por duplicado disolviendo 29.5 g de tioglicolato de
sodio en 1000 mL de agua destilada, posteriormente se esteriliz6. Este medio
de cultivos fue seleccionado para favorecer el desarrollo del mas amplio
espectro de microorganismos posibles. El tioglicolato favorece el crecimiento de
microorganismos anaerobios por ser un medio de bajo potencial redox, aunque
permite también el desarrollo de microorganismos aerobios, a menos que estos
sean facultativos y crezcan con o sin la presencia de oxigeno. Se incub6 a 39-
40 °C por 24 horas, los tubos con medio fueron envueltos en papel aluminio y
tapados a flama de mechero selldndolo parcialmente con parafim vy
protegiéndolos de la luz. . El bajo potencial de redox se logra con el agregado
de reductores (cisteina y acido tioglicélico) y un bajo porcentaje de agar que
disminuye la difusién del oxigeno. El medio incluye resarzurina como indicador
del potencial redox. Se considera que el medio esta apto para el uso cuando no
mas del tercio superior del volumen total esta oxidado (rosado).

Se realizd un in6culo inicial de 50 pL del tubo con cultivo puro de la cepa
seleccionada en tubos que contenian 4 mL de medio liquido (tioglicolato Na), se
incubaron bajo condiciones anaerébicas siguiendo una cinética de crecimiento
celular tomando alicuotas por tiempos de 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 196 horas
. La curva de crecimiento se determin6 espectrofotométricamente a una longitud

de onda de 590 nm mediante la técnica de turbidimetria.

3.7.3 Turbidimetria
Este método da informacion sobre el contenido de macromoléculas, y no
sobre el numero de células. En el laboratorio de microbiologia se usa un

espectrofotometro y se mide la absorbancia de la suspension de
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microorganismos en comparacion con un blanco que es el medio esterilizado,
sin inoculos. 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 relacién en términos de masa microbiana y

absorbancia, la ecuacion es la siguiente:
A=kxXW
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 calibracién, midiendo
el numero de microorganismo por otro método de recuento. EI método se
emplea fundamentalmente para preparar inéculos cuando se trabaja con

cultivos puros.

3.7.4 Curva de crecimiento en medio liquido especifico para la produccion de la
enzima

Se prepar6 el medio liquido especifico para inducir al microorganismo a
producir la enzima proteasa. En un matraz Erlenmeyer se agregé 150 mL de
agua destilada y se disolvio NaCl, NaNOs, KCI, KH,PO4, MgSO4 (cuadro 5) y
después se solubiliz6 y esterilizd, posteriormente una vez que alcanzé la
temperatura de 40 °C se le agregd la fuente de carbono (caseina), una vez
mezclado todos los componente del medio se colocd 4 mL de medio en los

tubos de 3*100 mL por triplicado.

Se realiz6 una suspension celular bacteriana (cada ensayo se realizd por
triplicado), vaciando 4 mL de medio especifico en un tubo, inoculando 10 pl de

suspensién en todos los demas tubos; una vez terminada de hacer la
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suspensioén celular se incubaron los tubos a 40 °C y se monitored la cinética a
tiempos de 0, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 y 192 horas, para
posteriormente leer la absorbancia y obtener la velocidad especifica de
crecimiento, cada muestra que se sacaba de la incubadora inmediatamente se
refrigeraba (Torrey) para inhibir la actividad microbiana

Cuadro 5. Composicién quimica del medio liquido especifico para

producir proteasa.

Componente Cantidad (%)
NaCl 0.5%
NaNO; 0.3 %
KCI 0.5%
Fuente de carbono (leche 1%
descremada)
KH.PO, 0.2 %
MgSO4 0.01 %

3.7.5 Determinacion de proteina extracelular (enzima) por el método de Biuret
Se empled un kit para cuantificacién de proteinas totales (RANDOX) por

el método de Biuret.

Se centrifugaron (SOLBAT) a 4000-5000 rpm por 20 minutos los tubos
obtenidos a los diferentes tiempos de fermentacion con la finalidad de separar

la biomasa y obtener el extracto celular.

Se prepararon tubos de 3*100 mL para poder realizar la cinética

enzimatica se hicieron 2 repeticiones para cada tiempo de reaccién (0, 5, 10,
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15, 30, 45, 60 minutos) de cada tiempo de fermentacion (0, 24, 48, 72, 96 y 120
horas)

3.7.6 Cinética enzimatica

En tubos de ensaye 13*100 mL se agregd 145 uL de sustrato por
duplicado, se colocaron en una gradilla a bafio Maria (Napco Model 210%) con
una temperatura controlada de 40+2. Posteriormente se afnadieron 5 pL de
extracto enzimatico a cada tubo y se dej6 actuar por tiempos de reaccién de 0,
5, 10, 15, 30, 45, 60 min; la cinética se detuvo adicionando el reactivo de Biuret
para proteinas totales, para posteriormente seguir con la técnica establecida por

Randox.

3.7.6.1 Preparacion de sustrato
Se midieron 0.5 mL de proteina (leche descremada) la cual fue disuelta
en 50 mL de agua destilada y se emple6 como solucion madre de sustrato a

concentracion conocida.
3.7.6.2 Condiciones de la cinética

Los tubos contenian 145 pL de sustrato por duplicado, las cuales se
colocaron en bano maria (Napco Model 210A) controlando la temperatura a 40
°C a las que se les agreg6é 0.5 pL de extracto enzimético a los diferentes
tiempos de reaccion (0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 min),

3.7.6.3 Cuantificacién de proteina (enzima) por el método de Biuret

Se colocaron los tubos con el sustrato en un gradilla y en bafno Maria a
40°C, se les agregd 5 pl de extracto enzimatico al tiempo de reaccion que esta
establecido (0, 5, 10, 15, 30, 45, 60 min), esto con la ayuda de las micropipetas
calibradas (200/1000, 20/200, 2/20, transferpette y V3) , se sacaron los tubos
del bano Maria una vez que se les agregé el extracto enzimatico e
inmediatamente se les agregé 500ul de reactivo de Biuret, esto para detener la

reaccion enzimatica del microorganismo.
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Una unidad de actividad proteasa (U) fue definida como la cantidad de
enzima necesaria en mg/mL de proteina para hidrolizar la caseina (leche

descremada) al 1% en un tiempo de 60 minutos.

Cuadro 6. Contenido de los tubos para la cuantificacion de proteinas

totales por el método de Biuret

Sustrato H.O Extracto Biuret
Enzima
‘Blanco Sustrato ~~ 145pl  5upl - 500l
Blanco Enzima - 145 pl 5ul 500 pl
Blanco General - 150 pl - 500 pl
Muestras 145 pl - 5ul 500 pl

También se prepard un tubo de TP (proteina total) con 10 ul de estandar
y 500 ul de Biuret dejandolo en reposo por 30 minutos, y se trabajé con una

absorbancia de 456 nm para poder obtener el resultado de esta sustancia.

Para el analisis de datos se empleé la siguiente ecuacion:

Amuestra

Conc. de Prot. Tot.= Ai,xCOrw.Patro’n
patron

Conc. Patron = 60 mg/mL

A= absorbancia



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

ETAPA I: Acondicionamiento de los animales en estudio, mediante una dieta

balanceada adicionada de levadura inactiva y obtencién de liquido ruminal.

4.1. Acondicionamiento del ganado Holstein y obtencion de liquido

ruminal

Para obtener el liquido ruminal se emplearon 4 vacas de la raza Holstein,
alimentadas con dietas balanceadas adicionando subproductos de la industria
cervecera por periodo de 121 dias esto con el propésito de adaptar a la flora
microbiana presente en el rumen, un periodo de transicién es necesario para la
adaptacién de las poblaciones microbianas y de las papilas ruminales (Hobson,
1985)

El rumen provee un ambiente apropiado, con un suministro generoso de
alimentos, para el crecimiento y reproduccién de los microorganismos. La
ausencia de aire (oxigeno) en el rumen favorece el crecimiento de grupos
especiales de bacterias, entre ellos las que pueden digerir las paredes de las
células de plantas (celulosa) para producir azicares sencillos (glucosa). Los
microbios fermentan glucosa para obtener la energia necesaria para vivir y
reproducirse y producen acidos grasos volatiles (AGV) como productos finales
de la fermentacién. Los AGV cruzan las paredes del rumen para pasar a la
sangre y una vez distribuidos por todo el organismo sirven como fuente de
energia para el rumiante (Llamas, 2008).

Mientras que crecen los microorganismos del rumen, estos producen
aminoacidos, que son los precursores fundamentales de las proteinas. Las
bacterias pueden utilizar amoniaco o urea como fuente de nitrégeno para
producir aminoacidos. Sin la conversion bacteriana, el amoniaco y la urea son

indtiles para la vaca. Sin embargo, las proteinas bacterianas producidas en el
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rumen son digeridas en el intestino delgado y constituyen la fuente principal de

aminoacidos para la vaca.

ETAPA Il: Aislamiento preliminar y caracterizacion macroscopica de

microorganismos procariontes en agar nutritivo

4.2 Aislamiento de procariotas en agar nutritivo

Se prepararon las placas de agar nutritivo en las cuales se pudo
observar un crecimiento homogéneo después de 24-48 h de incubacion bajo
anaerobiosis a 40 °C. El cuadro 7 muestra el crecimiento de los 13
microorganismos aislados donde predominaron las colonias de color blanco y
forma circular. Valdés-Sepulveda (2010) reporta caracteristicas similares en
bacterias aisladas de microorganismos ruminales en animales alimentados con

subproductos de la industria cervecera (masilla y levadura).

45



Cuadro 7. Morfologia macroscépica de los microorganismos procariotas ruminales aislados en agar nutritivo

Caja # 332 VLI
Colonia | Tamafio | Color Formar Elevacion Superficie Aspecto Bordes Luz refle Luz Consistencia | N°
trans colonias
1 0.7 Blanca Irregular Plana Rugosa Seco Irregular Mate Opaca Dura 9
2 - Blanca Irregular Plana Rugosa Seco Filamentosa Mate Opaca Dura 3
0.4 Naranja Circular Convexa Lisa Humeda | Enteras Brillante Opaca Suave 6
palido
4 0.3 Naranja Circular Convexa Rugosa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave 5
Caja # 932 VLI
- Blanca Circular Plana Rugosa Seco Enteros Mate Opaca Dura 6
- Naranja Circular Plana Rugosa Seco Enteros Mate Opaca Dura 10
7 - Blanca Irregular Plana Rugosa Seco Irregular Mate Opaca Dura 6
Caja # 652 VLI
- Blanca Irregular Plana Lisa Seco Irregular Mate Opaca Dura 7
- Blanca Circular Plana Rugosa Seco Enteros Mate Opaca Dura 17
10 - Blanca Circular Plana Rugosa Seco Irregular Mate Opaca Dura 5
Caja # 572 VLI
11 - Blanca Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Mate Opaca Suave 13
12 - Blanca Irregular Plana Rugosa Humeda Irregular Mate Opaca Suave 7
13 - Naranja Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Mate Opaca Suave

VLI=Vaca Alimentada con levadura inactiva
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En el cuadro 7 se muestran la identificacion macroscopica en agar nutritivo
que se realiz6 de las colonias bacterianas obtenidas de vacas codificadas con
nameros 332, 932, 652 y 572, en donde se pudieron apreciar que hay
microorganismos que presentan caracteristicas similares en cuanto a color, forma,
elevacién y aspecto; sin embargo, hubo 3 colonias que presentaron morfologias
unicas en los 4 animales. Las colonias 1, 7 y 12 coincidieron en la mayoria de los
aspectos morfologicos de las muestras 332, 932 y 572; sin embargo la colonia 13
fue diferente en aspecto y consistencia. De las muestras 932 y 652 la morfologia
macroscopica coincidié en 2 colonias, sin embargo, no es posible afirmar que se
trate del mismo microorganismos, ya que no es suficiente informacion (figuras 5y
10) para hacerlo; ademas, las bacterias pertenecen a distintos género y especie
y pueden presentar morfologias macroscopicas similares (Valdez-Sepulveda,
2010). Del total de los microorganismos aislados, se identificaron 8 cepas
diferentes morfolégicamente en las 4 vacas, pero se puede apreciar en la figura 1
que la forma predominante es la circular, superficie rugosa y color blanco en la

mayoria de las bacterias.
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Figura 1. Fotografia de la identificacion de las morfologias macroscopicas microbianas
obtenidas de la simbra del liquido ruminal obtenidas en agar nutritivo. A) Caja # 332, B)
Caja#932, C) Caja #652 y D) Caja #572.
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ETAPA Ill: Aislamiento preliminar y caracterizacion macro- y microscopica de

microorganismos procariontes en medios especificos para anaerobios

Los resultados obtenidos en el medio especifico para anaerobios (agar
Scheadler) muestran que la identificacion macroscopica de las 17 colonias
obtenidas presentan caracteristicas similares o idénticas (cuadro 8); las
caracteristicas predominantes de las colonias fueron color beige, forma circular y
bordes enteros; sin embargo, la caracteristicas microscépicas muestran bacilos y

cocobacilos Gram negativos, asi como cocos Gram positivos.

En la VLI # 332 se lograron identificar macroscdpicamente 2 colonias
similares en su morfologia, presentando color, superficie y consistencia suave. Sin
embargo, esta informacién no es suficiente para afirmar que se trate de la misma

bacteria.

En el cuadro 8 y figura 2 se pudo apreciar que la mayoria de las colonias
son diferentes en sus morfologias caracterizadas, excepto las colonias 1 y 3 de la
VLI #332 que presentaron forma circular, color beige, superficie lisa y de
elevacion convexa, y de la VLI #932 las colonias 3 y 4 fueron similares en la
mayoria de sus caracteristicas macroscopicas; las cuales fueron: color beige,
forma circular, superficie rugosa y elevacién umbonada. Valdez-Sepulveda, (2010)
reporta que las bacterias cultivadas en este medio especifico para anaerobios
(Scheadler) pueden crecer microorganismos ruminales con las siguientes
caracteristicas macroscopicas: color beige, superficie lisa, elevacion convexa o
umbonada y superficie rugosa. Desde el punto de vista de la fermentacion, el
rumen es un ente bastante independiente del animal. No obstante ambos
interactian y, tanto las bacterias como el animal se benefician mutuamente. El
rumen posee una serie de caracteristicas que intervienen en el crecimiento de los

organismos (Calsamiglia, 2008).
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Figura 2. Fotografia de la identificacion de las morfologias macroscopicas microbianas
obtenidas de la simbra del liquido ruminal obtenidas en agar Scheadler. A) Caja #332,
B) Caia #932, C) Caia #652 v D) Caia #572.
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4.3 |dentificacion microscopica

En la caracterizacion microscépica de las 2 cepas obtenidas del liquido
ruminal de la vaca codificada con el numero 332 se obtuvieron cocobacilos cortos
y bacilos Gram negativos; de la muestra codificada como 932 se lograron
purificaron 5 cepas las cuales fueron identificadas como bacilos cortos y bacilos
cortos esporulados Gram negativos, respectivamente. De la muestra 652 se
purificé una cepa con morfologia de cocos Gram positivo y de la muestra 572 se
purificaron dos cepas en forma de cocobacilos Gram negativo y bacilos cortos
Gram negativo. Finalmente se identificaron y purificaron 10 cepas bacterianas con

caracteristicas diversas.

Reportes en la literatura menciona que la adicibn de levadura

Saccharomyces cerevisiae incrementa la concentracibn de bacterias Gram
negativas en el contenido ruminal, por lo que estos resultados coinciden con los
presentados por Gedek et al., (1993) ya que se observa que al realizar la tincién
de Gram, la mayoria de las cepas se tifieron de color rosa-rojo, lo cual nos indica
gue los microorganismos son Gram negativos; dicha coloracién es debida a que
las paredes de estos microorganismos son mas delgadas y con mayor cantidad de
lipidos.
La cantidad de bacterias puede variar por factores ambientales o dietarios, y
cuando estos dos parametros se mantienen, las variaciones derivan de factores
especificos de cada animal, tales como: tiempo destinado a la rumia, cantidad de
saliva segregada, consumo de agua y capacidad de avance de la digesta. Esto
explica como hasta la 32 semana de edad las bacterias que aparecen en el rumen
de terneros son diferentes a las del vacuno adulto y que entre las semanas 92 y
132 la poblacion bacteriana del rumen es practicamente igual a la del rumiante
adulto. Al igual que en los terneros, en los corderos el cambio hacia las especies
predominantes que se descubren en las ovejas adultas, tiene lugar a la 62 semana
de edad (Valdez-Sepulveda, 2010).
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Cuadro 8. Morfologia macroscopica y microscéopica de los microorganismos aislados en agar Scheadler

332 VLI Identif.
micro
Colonia | Tamano Color Forma Elevacion Superficie Aspecto Bordes Luz Luz Consistenci | N°coloni

refle. trans. a as

1 0.7cm Beige Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave 9 Cocobacilo
S

Gram -

2 0.8cm Amarillo | Circular | Umbonada Rugosa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave 1

palido
3 2mm Beige Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Brillante | Opaca Suave 20 Cocobacilo
S

Gram-

4 - Blanca | Irregular Plana Rugosa Seco Irregular Mate Opaca Suave 8

932 VLI

1 0.6 Naranja | Circular Convexa Rugosa Humeda Enteros Brillante | Opaca Suave 3 Bacilos
Gram -
2 1.4 Naranja | Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave 4 Bacilos
Gram -
3 1.5 Beige Circular | Umbonada Rugosa Humeda Enteros Brillante | Opaca Suave 1 Bacilos
Gram -
4 0.5 Beige Circular | Umbonada Rugosa Humeda Enteros Mate Opaca Suave 3 Bacilos
Gram -
5 Beige Irregular | Umbonada Rugosa Humada Irregulares | Brillante Opaca Suave 1 Bacilos
Gram -

6 0.6 Beige Circular | Umbonada Rugosa Humada Irregulares | Brillante Opaca Suave 1
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652 VLI

0.7 Café Circular Convexa Lisa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave
- Café Irregular | Convexa Lisa Humeda Irregular Brillante Opaca Suave 4 Cocos
palido Gram +
- Beige Irregular Plana Rugosa Humeda Enteros Brillante Opaca Suave 2
572 VLI
0.8 Naranja | Circular Plana Lisa Humeda Enteros Mate Transpar Suave 1
ente
- Naranja | Irregular | Umbonada Rugosa Humeda Irregular Mate Opaca Suave 2
0.6 Beige Circular Plana Lisa Humeda Enteros Mate Opaca Suave 13 Cocobacilo
S
Gram —
- Beige Irregular | Convexa Lisa Humeda Enteros Brillante | Transpar Suave 2 Bacilos
ente Gram -

VLI= Vaca alimentada con levadura inactiva




Se puede apreciar en el cuadro 8 que la morfologia macroscépica de la
colonia 1 de VLI #332 coincide con la morfologia de la colonia 3 de VLI #332
presentando color beige, de forma circular, elevacion convexa y superficie lisa,
pero al realizar la tincion de Gram se pudo observar que se trata de
microorganismos de forma de cocobacilos (Gram negativos); sin embargo, la
colonia 1 de la VLI #332 es un cocobacilo delgado y de tamafio mediano, mientras
que la colonia 3 de la VLI #332 es mas corto y ligeramente mas gruesas, de
acuerdo con Mateo-Sanchez, et al., (2002) un cocobacilo es Gram negativo,
esférico de 0.8-1.0 mm y no motil (figuras 3y 4).

Figura 3. Morfologia microscépica de la colonia 1 de la VLI #332 aislada del

liquido ruminal tefiido con Gram

Figura 4. Morfologia microscépica de la colonia 3 de la VLI #332 aislada del liquido
ruminal tefiido con Gram.

La colonia 1 de la VLI #932 se identificd microscépicamente tratandose de
un microorganismo en forma de bacilos cortos Gram negativo, como se muestra

en la figura 5, al igual se observo que la colonia 4 de la VLI #572 se identifico
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microscopicamente también como bacilos Gram negativos, pero en la

caracterizacion macroscépica presentaron morfologia diferentes (figuras 5 y 8).

Figura 5. Morfologia microscépica de la colonia 1 de la VLI #932 aislada del liquido

ruminal tenida con Gram.

La colonia 2 de la VLI #932 se observo microscépicamente y se tratd de un
microorganismo en forma de bacilos medianos y delgados Gram negativos, al
igual que las colonias 3 y 4 de las VLI #932 se tratan de bacilos medianos pero
ligeramente mas gruesos que de los microorganismos de la colonia 2 y la
identificacion macroscépica son completamente diferente como se pueden
apreciar en el cuadro 8. Certes (1889), describié una bacteria ruminal en forma de
media luna flagelado y las Selonomonas que fueron aislados en 1954, asi como
también Elsden y Lew (1953), aislaron del rumen una bacteria que tenia la
capacidad de fermentar aminoacidos la cual fue clasificada en el genero Elsdenii

de peptostreptococcus.
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Figura 6. Morfologia microscopica de la colonia 2 de la VLI #932 aislada del liquido

ruminal tenidas con Gram.

Figura 7. Morfologia microscopica de la colonia 3 de la VLI #932 aislada del liquido

ruminal tenidas con Gram.

Figura 8. Morfologia microscépica de la colonia 4 de la VLI #932 aislada del liquido
ruminal tefidas con Gram.
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En la colonia 5 de la VLI # 932 se pudo observar que los microorganismos
presentaban una forma definida bacilar mediana Gram negativa como se muestra

en la figura 9.

Figura 9. Morfologia microscopica de la colonia 5 de la VLI #932 aislada del liquido

ruminal tefidas con Gram

La colonia 2 de la VLI #652 se identific6 microscépicamente como un
microorganismo Gram positivo en forma de cocos presentando una coloracion de
azul-morada (figura 10), de acuerdo con Valdéz-Sepulveda. (2010) los
microorganismos en forma de cocos son Gram positivos con una coloracion azul-
morada , debido a que las paredes celulares son mas gruesas, tienen mas
peptidoglicano y menos lipidos. Orlajensen en 1919, aislé un coco Gram positivo,
facultativo del rumen y fue clasificado como Estreptococo bovis.

De acuerdo a la revisién de literatura, la colonia 2 de la VLI #652 puede
tratarse de un microorganismo de las especies S. ruminatium spp. Lactylitica ya
que es Gram positivo también. Pero para asegurarse que se tratan de las mismas
bacterias se tiene que realizar una identificacion bioquimica o biologia molecular.
Por otra parte, las especies utilizadoras de lactato, como pueden ser Megasphaera
elsdenii, S. ruminatium spp. Lactylitica, puede reducir el riesgo de acidosis
convirtiendo parte del lactato a acetato y propionato. M. elsdenii es una bacteria
Gram negativa que se encuentra en el rumen principalmente de animales jovenes
(Hobson, 1958).
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Figura 10. Morfologia microscopica de la colonia 2 de la VLI #652 aislada del

liquido ruminal tenida con Gram.

En la colonia 3 y 4 de la VLI #572 se pudieron apreciar microscopicamente
que se tratan de microorganismos similares de formas bacilares de tamanos
medianos, pero de la colonia 3 son bacterias ligeramente mas gruesos que los
microorganismos de la colonia 4, y presentan las 2 colonias una coloracién de
Gram negativos. Pero se hizo la caracterizacibn macroscopica (cuadro 8) y se
identificaron morfolégicamente como microorganismos completamente diferentes.
La colonia 3 presenta color beige, forma circular, elevacién plana, en tanto, que la

colonia 4 presenta coloracion beige, de forma irregular y elevacion convexa.
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Figura 11. Morfologia microscopica de la colonia #3 de la VLI 572 aislada del

liquido ruminal tefiida con Gram.

Figura 12. Morfologia microscopica de la colonia #4 de la VLI 572 aislada del

liquido ruminal tefida con Gram.

Reportes en la literatura menciona algunas bacterias aisladas del rumen de
la vaca, Hungate (afos 40) desarrollo un medio especifico para anaerobios donde
obtuvo aislamiento de coco celuloliticos gram negativos, en 1950 Bryant y Birkey,
aislaron tres bacterias gram negativos las cuales fueron clasificados como
Succinato (bacteroide ruminicola), género Succinivibrio y Succinomonas, en 1956,
Bryant aisl6 una bacteria de forma flagelado que produjo grandes cantidades de
acido butirico, y fue clasificado como Butirivibrio fibrisolvens.
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ETAPA IV: Purificacion y mantenimiento de las cepas aisladas

La figura 13 presenta las imagenes de los cultivos puros conservados en

AS con forma de pico de flauta, hasta su posterior uso.

Figura 13. Fotografias de las cepas puras aisladas y conservadas en tubos en forma de pico de flauta
con medio de agar Scheadler

Al realizar la siembra de las cepas puras en tubo se observé que los
microorganismos de la colonia 5 de la vaca codificada con el numero 932,dentro
del tubo produjeron gases probablemente por fermentacion de las fuentes de
carbono presentes en el medio, dejando el medio partido en pedazos como se

puede observar en la figura 13.
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Figura 14. Fotografia de la cepa pura de la colonia 5 de VLI # 932, productora de

gas.

ETAPA V: Identificacion del metabolismo bioquimico de las cepas bacterianas

obtenidas.

Las pruebas bioquimicas determinan la actividad de una via metabdlica a
partir de un sustrato que se incorpora en un medio de cultivo y que la bacteria al

crecer incorpora o no.
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Cuadro 9. Relacién del comportamiento bioquimico de cepas aisladas de rumen
bovino, a las 24 y 48 horas de incubacion

Cepa Mac Conkey Citrato de Simmons

48 horas 72 horas | 48 horas 72 horas
Cepa 1 caja # 932 VLI - - - +
Cepa 2 caja # 902 VLI - - - }
Cepa 3 caja # 902 VLI + - +
Cepa 4 caja # 902 VLI - - +
Cepa 5 caja # 902 VLI - + - +
Cepa 1 caja # 332 VLI - + - +
Cepa 3 caja # 332 VLI - + - +
Cepa 3 caja # 572 VLI + - +
Cepa 4 caja # 572 VLI - + - +
Cepa 2 caja # 652 VLI - + - +

Se hizo la caracterizacién bioquimica de las 10 cepas puras con la prueba
bioquimica MacConkey donde se puede observar que las cepas 932 colonia 1, 2
y 4 no hubo crecimiento bacteriano en las 48 y 72 horas, la cepa 932 colonia 3 y la
cepa 572 colonia 3 tuvieron crecimiento a las 48 horas y las demas cepas
crecieron a las 72 horas es cuando se observaron cambios de color en las

bioquimicas.

La prueba bioquimica MacConkey cuando es positiva indica la hidrélisis de
la lactosa produciendo acidos organicos y las colonias que hidrolizan lactosa
adquieren un color rojo, pero aungue las colonias lactosas negativas permanecen
incoloras el medio se torna amarillo debido a un incremento en el pH del medio
provocada por la alcalinizacién derivada de la utilizacion de compuestos proteicos
(peptona).



En la identificacion bioquimica con citrato de Simmons la cepa 932 colonia 2
no tuvo crecimiento; la cepa 932 colonia 3 tuvo crecimiento a las 48 horas y en
todas las deméas cepas se observaron crecimiento a las 72 horas, lo que indica
que las bacterias que hidrolizan citrato reaccionan a las 72 h.

La utilizacion de citrato como Unica fuente de carbono es una prueba Gtil en
la identificacion de enterobacterias. Esta se detecta en un medio de cultivo con
citrato como Unica fuente de carbono mediante el crecimiento y la alcalinizacién
del medio. Este aumento de pH se visualiza con el indicador azul de bromotimol
que vira al alcalino a pH de 7.6 El medio contiene citrato sédico, fosfato de amonio
y azul de bromotimol como indicador; este se tornara azul cuando el medio se
alcaliniza. Las bacterias que metabolizan el citrato liberan iones amonio al medio
(degradacién del fosfato amonico) lo que provoca que este se alcalinice y el
indicador vire a azul. Por lo tanto esto indica que las bacterias que fueron positivas
son enterobacterias que reaccionan a las 72 hrs o que empiezan a liberar amonio
al medio en ese tiempo.

Figura 15. Fotografias de las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas
puras.



En la fotografia de la figura 15 se muestran los tubos con los medios
empleados y el crecimiento microbiano obtenido, como se puede observar, en el
medio citrato de Simmons hay un cambio de color el indicador tira de verde a azul
de bromotimol, esto es a consecuencia que el crecimiento de enterobacterias
liberan iones amonio al medio (degradacion de fosfato amonio), produciendo un
incremento de pH en el medio.

Considerando los resultados obtenidos se puede mencionar que en la
literatura se manejan diferentes microorganismos predominantes en el rumen

bovino que podian relacionarse con los datos metabdlicos detectados.

Streptococus bovis es una bacteria que normalmente se encuentra en bajo
numero en el rumen (Mantovani y Russell, 2001). Ademés S. bovis produce
acetato, formato y etanol cuando las concentraciones de carbohidratos en la dieta
son bajas, pero cuando la disponibilidad de hidratos de carbono altamente
fermentable es elevada, tiene una fermentacién homolactica, debido a la inhibicion
de la enzima piruvato formatoliasa a pH’s acidos (Slyter, 1976). Y las enzimas
proteoliticas se localizan periplasmaticamente, asociadas a la membrana celular,
excepto en Butyrivibrio fibrisolvens que secreta la proteasa extracelularmente
(Wallace y Cotta, 1988).
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Etapa VI: Empleo de un microorganismo procarionte para la produccion de

una proteasa, mediante el diseno de un medio de cultivo inductor.

En la figura 16 se puede observar el comportamiento bacteriano
presentando una fase de crecimiento logaritmico a las 24 horas con una
velocidad especifica de 0.0715 DO/h; durante esta fase, su tasa de crecimiento
es constante durante este periodo donde el microorganismo dobla su nimero a
intervalos regulares. La poblacibn es mas uniforme en términos de sus
propiedades quimicas vy fisiolégicas: por lo tanto, los cultivos en fase exponencial
son usados en estudios bioquimicas vy fisiolégicos (Prescott, 1996). y presentando
una fase estacionario después de las 24 horas prolongandose hasta las 72
horas, como también se puede apreciar que hay un ligero descenso del numero
de bacterias después de las 72 horas, probablemente esto sea el momento previo
a la aparicion de la fase de muerte celular, ya que esta todavia no se detecta en la
curva, puesto que las lecturas se mantienen hasta las 144 h por falta de nutrientes
o la posible acumulacién de desechos téxicos que conllevan la disminucion de
células viables. Este patrén se mantiene incluso cuando el numero total de células
simplemente disminuye por falta de nutrientes y después se mueren (Bergey,
2005).
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Figura 16. Curva de crecimiento de la cepa 2 de la VLI #652 cultivada en

tioglicolato de sodio.

Se prepar6 un medio especifico para inducir al microorganismo a la
produccién de la enzima proteasa empleando como Unica fuente de carbono
leche descremada. En la figura 17 se puede observa que a las 24 horas el
microorganismo alcanza su maximo crecimiento con una velocidad especifica de
nu=0.0692 DO/h, pero después de ese tiempo el crecimiento microbiano tiende a
disminuir, el comportamiento del microorganismo por el descenso, puede ser que
entra en un momento de estrés porque es obligado a adaptarse a un medio
especifico para que este nos produzca la enzima deseada, pero después de
adaptarse al medio este empieza a reproducirse o incrementar otra vez el numero

de células microbianas, posterior a producir la enzima de manera natural.
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Figura 17. Curva de crecimiento en medio especifico de la cepa 2 de la VLI # 652
empleando como fuente de carbono caseina

4.4 Determinar y cuantificar la actividad proteasa mediante técnicas
espectrofotométricas.

Las bacterias son responsables de hidrolizar o degradar las
macromoléculas que componen los sustratos presentes en los alimentos, como
celulosa, hemicelulosa, almidon, azucares, acidos intermedios, proteina, pectina o
lipidos (Yakohamo y Johnson, 1988). Son el grupo de microorganismos mas
abundantes y representan mas de la mitad de la biomasa ruminal y una mayor
proporcién de la actividad metabdlica ruminal, que esta inversamente relacionado
con el tamano del microorganismo. (drskov, 1992). Aproximadamente el 75 % de

las bacterias se encuentran asociadas a las particulas de alimentos y son
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responsables en mayor parte de la degradacion ruminal, asi mismo hay bacterias
que subsisten a partir de nutrientes solubles del liquido ruminal y bacterias
anaerdbicas facultativas que estdn asociadas al epitelio ruminal estan
especializadas en degradar las células epiteliales sin intervenir activamente en la
degradacion del sustrato. También tienen gran actividad proteasa y ureasa (Cheng
y Costerton, 1980
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Figura 18. Concentracion de proteina extracelular en mg/mL a diferentes
tiempos de reaccion cuantificada por el método de Biuret de la cepa 2 de
la VLI #652
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Empleando alicuotas de tiempo cero de fermentacién se tiene casi nula
concentracion de proteina extracelular lo cual es debido a que el microorganismo
se encuentra en fase de adaptacion al medio y aun no expresa su metabolismo,
en esta etapa se presenta una velocidad de formacién de producto de Vo= 0.002
mg/mL.h.

Al tiempo de fermentacibn 24 horas se puede apreciar que el
microorganismo que tiende a reaccionar en 5 minutos de haber iniciado la
reaccion; sin embargo, la maxima actividad se presenta tras 30 minutos de haber
iniciado la reaccion con una Vo de 0.0126 mg/mL.h. En la figura 18 se puede
apreciar que el maximo crecimiento celular se obtuvo a las 48 h de fermentacion,
por lo que el microorganismo se encuentra en su maxima expresion metabdlica lo

gue indica la maxima capacidad de produccion de enzima.

En el tiempo de fermentacion de 48 hrs y al minuto 0 cero de reaccién se
puede ver que ya hay concentracion de proteina extracelular por que la bacteria
empieza a adaptarse al medio y a producir la proteasa, pero también hay una
disminuciéon de actividad a los 10 minutos hasta después de 30 min de reaccién
empieza a reaccionar otra vez teniendo una velocidad de formacién de Vo= 0.001
mg/mL.h

Tiempo de fermentacion 72 hrs hay una minima reaccion al minuto 0,
teniendo mas concentracién de proteina a los 10 min de reaccién, pero después
de 15 min se puede observar que tiene una minima concentracién de proteina con

una velocidad de formacién de Vo= 0.009 mg/mL.h

Tiempo de fermentacion 96 hrs se puede apreciar que hay reaccién desde
a los min 0 a 5 min de reaccién después de 10 minutos hay una disminucién de
concentracion de proteina extracelular hasta después de 30 minutos hay otra vez

una reaccion de enzima con una velocidad de formacion Vo= 0.0008 mg/mL.h

Tiempo de fermentacién 120 hrs se puede apreciar que la concentracion de
proteina es muy poco es a lo mejor por que la bacteria ha producido las proteinas

nencesarias en los tiempos anteriores y a este tiempo se termina también los
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nutrientes del medio se puede observar en la figura 18 que después de los 60
minutos tiende a disminuir la linea, lo cual indica que ya no hay produccién de

enzima, la velocidad de formacién del producto es de Vo= 0.0003 mg/mL.h

Las enzimas proteoliticas se localizan periplasmaticamente, asociadas a la
membrana celular, excepto en Butyrivibrio fibrisolvens que secreta la proteasa
extracelularmente (Wallace y Cotta, 1988). Para degradar la proteina insoluble, las
bacterias deben adherirse al sustrato, por lo que tendran rapido acceso a los
productos de degradacion (Owens y Zinn, 1988).

En datos de literatura se menciona con mayor frecuencia a la bacteria
proteolitica Prevotella ruminicola, como la mas abundante en todo tipo de dietas,
la que tiene varias actividades proteoliticas, y que puede incorporar péptidos de un
determinado tamafo directamente a su sintesis proteica, es incapaz de utilizar

aminoacidos libres (Cotta y Hespell, 1986).
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Figura 19. Actividad enziméatica a diferentes tiempos de fermentacién de la cepa 2 de
VLI # 652

Como se puede apreciar en la figura 19 la mayor actividad enzimatica se
presenta a las 24 h de reaccién con una actividad de 0.7469 U, formando una
campana de Gausse, la actividad de enzima en similar a las 72 h de fermentacién
pero este presenta la maxima actividad a los 15 min de reaccién con un valor de
0.5205 U, al tiempo de fermentacion de 0 h la actividad se mantiene hasta los 45
min de reaccién, después como se puede observar en la figura 19 la linea tiende a
elevarse lo que indica que después de este tiempo la actividad enzimatica
aumenta, por lo que se recomienda realizar un monitoreo por mas tiempo de

reaccion para seguir el curso de la reaccion.
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Como se mencioné anteriormente en la grafica de la figura 18 la mayor
concentracion de proteina expresada en mg/mL.h se obtuvo a las 24 h de
fermentacién obteniendo una velocidad inicial de Vo= 0.0126 mg/mL.h (cuadro 10)

y con una actividad enzimatica de 0.7469 U.

Cuadro 10. Velocidades de formacién del producto.

Tiempo de Vo (mg/mL.h)
fermentacion
0 0.002
24 0.0126
48 0.001
72 0.009
96 0.0008
120 0.0003
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5. CONCLUSIONES

Acondicionar a los animales en estudio, mediante una dieta balanceada
subproductos agroindustriales de la industria cervecera (levadura) modifica la
poblacion bacteriana que existe en el rumen bovino, pudiendo obtener bacterias
anaerobias y anaerobias facultativas.

Se lograron aislar 13 microorganismos empleando como medio de cultivo
agar nutritivo, las cuales se identificaron macroscépicamente en donde se
observaron que predominan microorganismos de colores blancas, bordes enteros
y forma circular. Asi, como también se aislaron 17 microorganismos empleando un
medio especifico para bacterias anaerdbicas (agar Scheadler), se identificaron
macroscopicamente predominando caracteristicas; color beige, formas circulares,
bordes enteros. Y en la identificacién microscépica se lograron identificar bacterias
en forma de bacilos Gram negativos, cocobacilos Gram negativos y cocos Gram

positivos.

La mayoria de las cepas caracterizadas bioguimicamente poseen la
capacidad de metabolizar la lactosa (a excepcion de la cepa 2 de la caja # 902),
como de igual forma la mayoria, también pueden emplear el citrato como fuente

de carbono con excepcion de las cepas 1, 2y 4 de la caja # 902.

Se indujo la producciéon de una proteasa extracelular empleando leche
descremada como Unica fuente de carbono; dicha enzima demostré buena
capacidad de hidrolizar proteina a las 24 h de fermentacion con una velocidad de
formacion de producto Vo=0.0126 h™ y lo cual puede tener gran aplicabilidad en
diferentes campos industriales..

La curva de crecimiento en medio liquido especifico mostré6 una fase
exponencial a las 24 horas con una velocidad especifica de pu=0.692 DO/h,
mientras que en el medio liquido convencional el crecimiento maximo también fue

a las 24 h pero con un velocidad especifica de u=0.0715 DO/h.
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