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Resumen.

En la actualidad y con los grandes avances de la ciencia, las enzimas estan
siendo utilizadas en diferentes aéreas de la industria, en donde se requiere el
uso de catalizadores muy especializados. Sin embargo, las enzimas estan
limitadas tanto por el nUmero de reacciones que pueden llevar acabo como por

su ausencia de estabilidad, altas temperaturas y solventes organicos.

Por otro lado, el rumen que es un ecosistema unico donde los microorganismos
anaerobios (bacterias, protistas y hongos) digieren alimentos insolubles como
celulosa y almidén produciendo asi acidos grasos volatiles que utilizan los

rumiantes, requieren un ambiente tibio, hiumedo, neutro o cercano a la
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neutralidad (pH) y libre de oxigeno para poder crecer de manera adecuada,
este tipo de ambiente se conserva natural en el rumen con un rango de
temperatura entre 38 y 42° C. Si el ganado se alimenta de modo apropiado, el
pH debe variar entre 5.8 y 6.4, lo cual permite el crecimiento de muchas

especies de bacterias.

Dado que la economia de la alimentacion humana depende en gran manera de
estos animales, la flora microbiana del rumen tiene un significado econdémico
considerable e indudablemente, una gran importancia por los beneficios

nutricionales que aporta a los rumiantes.

En la presente investigacion se evaluaran los microorganismos de la cepa
ruminal VML-2 a tres diferentes temperatura para determinar cudl es la éptima
para la estandarizaciébn del proceso y asi obtener un extracto enzimatico

llevando a cabo una fermentacion.

La investigacion se dividio en dos etapas donde la cepa VML-2 fue tomada de
cultivos puros y liofilizados pertenecientes al cepario del Departamento de

Produccion Animal.

Se prepararon cajas petri con agar Schaedler, se realizaron siembras por estria
abierta cruzada sobre el medio de cultivo, incubando a 37°C £2 por un periodo
de 5 semanas bajo condiciones de anaerobiosis utilizando botes de plastico
con tapa y colocando una vela prendida, creando asi las condiciones ideales

para el crecimiento de las enzimas.

Se realizo la técnica de tincion de Gram para observar las caracteristicas

morfoldgicas de los microorganismos empleados.

Se preparo medio liquido especifico para inducir el crecimiento de la
produccion de celulasa, en 9 matrazes Erlenmeyer de 250mL, se hizo una
suspension celular, de cada matraz se dejaron incubando a 37°C, 39°C y
41°C, realizando anaerobiosis. Se tomaron muestras cada 24 horas, por un
tiempo de 360 horas. Los experimentos se realizaron por triplicado, se leyo
curva de crecimiento a 590nm, posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm por

30min, con la finalidad de separar el extracto enzimatico de la biomasa.

Lspiroza-Cuevas, 2074 12
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Se disefilo un medio especifico para la produccion de la enzima celulasa,
empleando como Unica fuente de carbono carboximetil celulosa. Se realizo una
curva de crecimiento en medio liquido especifico, en donde la fase exponencial
se observo en las primeras horas de fermentacion (24 horas), con una
pu=0.9047DO/h.

Se determino el contenido de proteina extracelular por el método de biuret,
donde se aprecio que la mayor concentracion de proteina se obtiene a las 120

horas de fermentacion.

La curva de crecimiento de la enzima celulasa con temperatura de de 37°C
alcanza su fase exponencial en las primeras 12 horas de fermentacién, siendo
esta su punto maximo de crecimiento, mientras que con temperatura de 41°C,
alcanza su fase exponencial 120 horas, siendo este su punto maximo de

crecimiento.

Palabras clave: optimizacion de temperatura, aislamiento, actividad y

produccion celulasa.

1.INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

A mediados del siglo XIX el viejo fendmeno de la fermentacion comenzo a ser

interpretado como el resultado de la actividad celular.

Bichner y Pasteur sostuvieron una famosa polémica sobre la naturaleza de la
fermentacién alcohdlica. ElI centro de la polémica concernia en si la
fermentacién requeria necesariamente que existiesen células vivientes
mientras se llevaba a cabo, o si por el contrario, era posible realizarla a partir
de sustancias extraidas de las células. Los experimentos mostraron que si era
posible y le dieron la razén a Biichner. Para lograr fermentaciones en ausencia

de células era necesario extraer de estas ciertas sustancias desconocidas, que
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promuevan las etapas de la fermentacion. Estas sustancias desconocidas
fueron llamadas “fermentos” o “diastaseas”, y luego enzimas, nombre que

finalmente persistio.

Un hallazgo fundamental fue que las enzimas eran catalizadores, esto es,
sustancias que aceleran la velocidad de una reaccion quimica, y que luego de
la reaccién resultan inalteradas y pueden ser reutilizadas. Otro hallazgo fue que
estos catalizadores eran afectados (y eventualmente inactivados) por el pHy
la temperatura. Un tercer hallazgo fue que eran refinadamente especificos
respecto a las sustancias sobre las que actuaban: podrian, por ejemplo,

reconocer a solo uno de un par de isomeros opticos (Mizraji 1999).

Por otro lado, los rumiantes son animales que tienen un d6rgano digestivo
especial, el rumen que es un ecosistema Unico donde los microorganismos
anaerobios digieren alimentos insolubles como celulosa y almidon. Las
bacterias, protistas y hongos del rumen producen acidos grasos volatiles que
utilizan los rumiantes, asi como sintetizan vitaminas y aminoacidos. Dado que
la economia de la alimentacion humana depende en gran manera de estos
animales, la flora microbiana del rumen tiene un significado econdmico
considerable e indudablemente, una gran importancia por los beneficios

nutricionales que aporta a los rumiantes (Hobson 1999).

El rumen es un tanque de fermentacion que puede contener entre 160 a 240
litros de material y es el sitio donde actdan los microorganismos. Se estima
que una cucharada de contenido ruminal tiene hasta 150 millones de
microorganismo presentes: bacterias, protozoarios y hongos. Las bacterias
rimiales requieren un ambiente tibio, himedo, neutro o cercano a la
neutralidad (pH) y libre de oxigeno para poder crecer de manera adecuada,
este tipo de ambiente se conserva natural en el rumen con un rango de
temperatura entre 38 y 42° C. si el ganado se alimenta de modo apropiado, el
pH debe variar entre 5.8 y 6.4, lo cual permite el crecimiento de muchas

especies de bacterias (Arreaza 1999).

1.2 Justificacién
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Los microorganismos ruminales capaces de producir enzimas de interés
biotecnolégico son blanco de estudio debido a que a nivel industrial el empleo
de enzimas en la alimentacion animal es escasa, por lo que su produccion y
uso representan un area de oportunidad para la produccion de las mismas a
nivel semi-preparativo y piloto, asi como su empleo para el aprovechamiento

efectivo del alimento en las dietas suministradas a los animales.

1.3 Hipotesis

Es posible que los microorganismos de la cepa VML-2 tienen una mejor

produccién de la enzima celulasa a una temperatura de 39°C.

1.4 Objetivo general

Evaluar los microorganismos de la cepa ruminal VML-2 a tres diferentes
temperatura y determinar cual es la optima para la estandarizacion del proceso.

1.5 Objetivos especificos

a) Caracterizacion micro y macroscoépica de la cepa VML-2.
b) Producir un extracto celulolitico a partir de la cepa VML-2 extraida del
rumen bovino.

c) Realizar una cinetica enzimatica a tres temperaturas: 37, 39 y 41°C.

2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Enzimas

Las enzimas son catalizadores de origen proteico producidas por los
organismos vivos. Cada reaccion que se lleva a cabo en la célula es catalizada
por una enzima en particular, por lo tanto, en una célula se encuentran un gran
namero de enzimas. Estas funcionan como catalizadores de las reacciones
guimicas vitales que, sin su presencia no se desarrollarian sino en un periodo
de afios y por lo que la vida no podria existir. Por lo tanto, son responsables de
las transformaciones metabdlicas en los seres vivos. Aceleran las reacciones
bioquimicas en relacion con reacciones no catalizadas a temperaturas

alrededor de 372C. En contraste, los catalizadores industriales (sustancias
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inorganicas) estan dotados de inferior eficacia que las enzimas. (Barragan
1999)

2.1.1 Nomenclatura y clasificaciéon de las enzimas

Antiguamente, las enzimas recibian nombres particulares, asignados por su
descubridor. Al ir aumentando el nidmero de enzimas conocidas, se hizo
necesaria una nomenclatura sistematica que informara sobre la accion
especifica de cada enzima y los sustratos sobre los que actuaba. Sin embargo,
no todos los nombres dados a las enzimas siguen esta regla:
El Sustrato Preferente + Accién Tipica + Terminaciéon "Asa".

Ante la necesidad de establecer una nomenclatura inequivoca para las
enzimas, se creé una Comisién Enzimatica para establecer unas normas que
permitan nombrar las enzimas. Asi, el nombre de cada enzima consiste en un
codigo alfanumérico, encabezado por las letras EC (de Enzyme Commission),
seguido de cuatro numeros separados por puntos.

e El primer nimero corresponde a cada una de las seis grandes clases o
grupos en gque se han dividido las enzimas, en funcién de su accién
catalitica especifica.

e El segundo numero hace referencia a las distintas subclases dentro de
cada clase, y

e Elterceroy el cuarto se refieren a los grupos quimicos especificos que
intervienen en la reaccion. Un ejemplo se presenta en el cuadro 1.

Cuadro 1. Ejemplo de nombre segun la Comision Enzimatica.

ATP: glucosa fosfotransferasa se define como:
/

e ElnUmero 2 nos indica que es una transferasa
e el 7 que es una fosfotransferasa
EC 2.7.1.1 . -
< e primer 1 indica que el aceptor es un grupo OH
e yelsegundo 1indica que es la D-glucosa la que
acepta el grupo fosfato.
_ P grup

2.1.2 Estructura de las enzimas

El conocimiento de la estructura y caracteristica de las proteinas son

imprescindibles para una correcta utilizacion y manipulacion de los alimentos
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que las contienen. En teoria, a partir de los veinte aminoacidos naturales, se
podrian sintetizar un namero infinito de proteinas. Sin embargo, se estima que
en la naturaleza existen unas dos mil, aunque esta cifra es algo inferior si se

consideran las pequefias variaciones de una misma proteina segun sea la
especie considerada

e Estructura primaria: secuencia o cadena de aminoécidos que determina

la proteina, si varia el orden, el ndamero, o el tipo de
aminoéacidos, cambia la proteina.

Figura 1. Estructura primaria de una enzima

e Estructura secundaria: la cadena de aminoacidos se dobla o pliega
adquiriendo una forma de lamina plegada o de hélice.

Hoa plogada Holco alta

sy

Figura 2. Estructura secundaria de una enzima

e Estructura terciaria: la proteina adquiere una forma tridimensional

Figura 3. Estructura secundaria de una enzima

e Estructura cuaternaria: esta constituida por dos o mas cadenas de
aminoacidos replegadas.

Figura 4. Estructura secundaria de una enzima
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2.1.3 Tipos de enzimas
e Clase 1: OXIDORREDUCTASAS. Catalizan las reacciones de

oxidorreduccion, es decir, de transferencia de hidrogeno (H) o de

electrones (e-) de un sustrato a otro, segun la reaccion general:
AHz + B S A + BH2
Ared + Box 5 Aox + Bred
e Clase 2. TRANSFERASAS. Catalizan la transferencia de un grupo
quimico (distinto del hidrégeno) de un sustrato a otro, segun la reaccion:
AB+CsA+C-B
e Clase 3: HIDROLASAS. Catalizan las reacciones de hidrolisis:
A-B + H20 5 AH + B-OH
e Clase 4: LIASAS. Catalizan reacciones de ruptura o union quimica de
sustratos:
A-BSA+B
e Clase 5: ISOMERASAS. Catalizan la interconversion de isémeros:
AsSB
e Clase 6: LIGASAS. Catalizan la unién de dos sustratos con hidrélisis
simultdnea de un nucledtido trifosfato (ATP, GTP, etc.):
A+ B+ XTP 5 A-B + XDP + Pi

2.2 Celulosa

2.2.1 La celulosa: el polisacarido natural mas abundante en la naturaleza

La celulosa es el principal componente de la membrana celular de la mayor
parte de las plantas. Una célula vegetal joven contiene aproximadamente un
40% de celulosa y la madera un 50 %. El ejemplo mas representativo lo

constituye el algodén que contiene mas de 90% de celulosa.

Teniendo en cuenta su estructura quimica, se define como un polisacarido
lineal formado por residuos de glucosa unidos por enlaces beta 1-4 (B-1,4). La
configuracion B3, le permite a la celulosa formar cadenas largas y lineales, las
cuales se presentan unidas entre si por medio de enlaces de puentes de
hidrégeno dando lugar a la formacion de microfibrillas. Estas regiones,
conocidas como regiones cristalinas, son altamente ordenadas y le dan las
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caracteristicas de insolubilidad, rigidez y resistencia al ataque enzimético.
(http://www.porguebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tip
0=1&note=102)

CELULOSA
CH.OH H OH CH.OH

(@] &}
H/ 1 o= /0H BENH  H /R O
O oH HAL N\H \ O0—N\OH H
C
H OH CH.OH H OH

Modelo de moléculas de celulosa
unidas por puentes de Hidrégeno

Figura 5. Estructura quimica de la celulosa

Los animales superiores son incapaces de desdoblar esos enlaces y por lo
tanto no pueden utilizar la celulosa; sin embargo, los rumiantes pueden digerir
grandes cantidades de forraje, gracias a la accion de microorganismos

sinmbiotes presentes en el rumen.

2.2.2 Enzimas implicadas en la degradacion de celulosa

Los microorganismos capaces de degradar celulosa secretan un sistema
complejo de enzimas extracelulares, celulasas y xilanasas, que actidan en
forma conjunta en la degradacion de celulosa y hemicelulosa (los dos

componentes principales de la madera).

Las fibras de celulosa son degradadas esencialmente por dos tipos de
sistemas enzimaticos llamados agregativos y no agregativos, como se muestra

en la siguiente figura:

endoglucanasas
Sistemas no-
agregativos exoglucanasas
celobiasas

Degradacién de
celulosa

Sistemas | )

Figura 6. Sistema enziméatico de la degradacion de celulosa
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e Sistemas agregativos:

En algunas bacterias anaerobias que degradan celulosa y hemicelulosa, como
Cellulomonas thermocellum y C. cellulovorans, las enzimas que participan en la
degradacion se encuentran localizadas en la superficie de estas bacterias
formando complejos multienzimaticos de alto peso molecular, conocido como
“celulosoma”. Este complejo comprende al menos 14 polipéptidos distintos,
incluyendo varias celulasas y xilanasas y al menos una 3-glucosidasa, unidos a
una proteina sin actividad enzimatica, pero que participa en el reconocimiento
de las fibras de celulosa a la superficie de la célula. Esta proteina, llamada
proteina de unién a celulosa (CbpA: cellulose binding protein A), es necesaria
para, junto con las enzimas hidroliticas, romper las estructuras amorfas de

celulosa pero no las formas cristalinas del polimero.

e Sistemas no agregativos:

Estos sistemas estan compuestos principalmente por tres tipos de enzimas que
actuan en forma sinérgica (juntas, en forma cooperativa) en la degradacion de

celulosa.

o Endoglucanasas E.C.3.2.1.4

La endoglucanasa descompone los enlaces internos 3 -1,4 y asi altera la
estructura cristalina de la celulosa y expone las cadenas polisacaridas de
celulasa individual.

o Exoglucanasas E.C.3.2.1.91
La exoglucanasa parte de a 2 0 4 unidades de glucosa desde los extremos de
las cadenas expuestas producidas por la endoglucanasa, produciendo
tetrasacaridos o disacaridos como la celobiosa.

o Celobiasas E.C.3.2.1.21
La celobiasa hidroliza estos productos, obteniendo los monosacaridos

individuales de glucosa.

e Wi By IR
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Figura 7. Degradacion enzimatica de la celulosa

2.2.3 Celulasa

2.2.3.1 Caracteristicas de la Enzima Celulasa.

La celulasa es una glicosil hidrolasa, producida por hongos, bacterias y
protozoos que catalizan celulolisis, asi como también algunos animales. Esta
enzima posee un rol muy importante en la biosfera, ya que es responsable de
la degradacion de la celulosa, la que comprende la fuente de carbono mas
abundante en la tierra. Este polimero es un homopolisacarido (compuesto por
un solo tipo de mondmero) rigido e insoluble, que contiene hasta cientos de
miles de unidades de glucosa, unidas mediante enlaces del tipo [B-1,4-

glucosidico.
Estas enzimas han sido clasificadas segun su actividad en:

¢ Endoglucanasas, las cuales hidrolizan los enlaces 1,4-f —glucosidicos

en forma aleatoria en el interior de la cadena;

e Celobiohidrolasas o exoglucanasas, encargadas de hidrolizar los

enlaces 1,4-B- glucosidicos, liberando celobiosa desde los extremos no
reducidos de la cadena; y
e [-glucosidasas, que catalizan la hidrdlisis de la celobiosa liberando 3-D-

glucosa.

En el caso mas familiar de la actividad celulasa, los saltos de complejos enzima
descompone la celulosa a beta-glucosa. Este tipo de celulasa se produce
principalmente por bacterias simbiéticas en las camaras de los herbivoros
rumiantes. Aparte de los rumiantes, la mayoria de los animales no producen
celulasas en sus cuerpos y pueden romperse parcialmente la celulosa a través
de la fermentacion, lo que limita su capacidad para utilizar la energia de

material vegetal fibroso. Las enzimas que hidrolizan la hemicelulosa se refieren
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generalmente como hemicelulosa y por lo general se clasifican en celulasa en
general. Las enzimas que escinden lignina son en ocasiones clasificadas como

celulasa, pero esto generalmente se considera erréneo.
Dentro de la celulasas se encuentran dos tipos:

e Celulasa Progresivos: continuara para interactuar con un solo filamento

de polisacaridos,

e Celulasa no progresiva va a interactuar a continuacion, una vez que

desenganchar y enganchar otra cadena de polisacarido.

La mayoria de las celulasas fungicas tienen una estructura de dos dominios,
con un dominio catalitico y un dominio de unién a celulosa, que estan
conectados por un enlazador flexible. Esta estructura esta adaptada para
trabajar en un sustrato insoluble, y permite que la enzima se difunda en dos
dimensiones sobre una superficie en una oruga-como la moda. Sin embargo,
también son las celulasas que carecen de dominios de union a celulosa. Estas

enzimas pueden tener una funcién de hinchazon.

En muchas bacterias, celulasas en vivo son estructuras enzimaticas complejas
organizadas en complejos supramoleculares, los celulosomas, contienen
aproximadamente cinco diferentes subunidades enzimaticas que representan a
saber endocellulases, exocellulases, celobiasas, celulasas oxidativo y
fosforilasas celulosa en los que sélo endocellulases y celobiasas participan en
la hidrolisis real de la vinculacion. (Marin. Romelia. 2007. Caracterizacion y
exprecion recombinante de una celulasa de origen antartico. Universidad de

Chile.Tesis de licenciatura)

2.2.4 Microorganismos que degradan celulosa.

Los microorganismo degradadores de celulosa incluyen hongos y bacterias,
aerobios y anaerobios, mesofilicos y termofilicos que ocupan una variedad de
habitats (Aubert, 1988).

Entre los hongos celuloliticos se destacan en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Hongos celuloliticos
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Tricoderma reesei

Tricoderma koningii

Sporotrix sp

Mucor sp

Cladosporium sp

Bulgaria sp

Chaetomium sp

Helotium sp

Asprgillus sp

Las bacterias celuloliticas mas abundantes y conocidas son las aerobias entre

las cuales se puede citar en el siguiente cuadro:

Cuadro 2. Bacterias celuloliticas mas abundantes

Cellulomonas sp

Microbispora

Bispora

Thermomonospora sp

Thermobifida sp

Ademas se encuentran algunos anaerobios como se muestra en el siguiente

cuadro:

Cuadro 3. Bacterias aerobias

Acetivibrio

Cellulolyticus

Butirivibrio sp

Baceteroides

Cellulosolvens

Bacteroides succinogenes

Clostridium

Cellulovorans

Clostridium thermocellum

Ruminococcus albus

Ruminococcus flavefaciens

Entre los actinomicetes se destacan en el siguiente cuadro:

Cuadro 4. Acetomicetes

Streptomyces drozdowiczii

Streptomyces cellulolyticus

Thermonospora curvata

Thermonospora chromogena

Thermonospora alba

Thermomobifida fusca

(Gaitan. Diana.

2007. Aislamiento y evaluacion de microorganismos

celuloliticos a partir de residuos vegetales frescos y en compost generados en

un cultivo de crisantemo (Dendranthema grandiflora). Pontifica Universidad

Javeriana. Tesis de licenciatura)

2.2.5 Modo de accidn
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Para el modo de accion de cada enzima en la hidrélisis de la celulosa, es
necesario el fraccionamiento y aislamiento de los componentes individuales de
la celulasa en sus formas purificadas. Las técnicas electroforéticas
representan en el momento las herramientas adecuadas para tales fines dado
que permiten trazar perfiles moleculares de los mutantes y permiten también
hacer un seguimiento de la cantidad y tipo de isoenzimas que se secretara
durante el curso de una fermentacion. (Revista de ciencia biologias, Biota Vol
XVIL.)

2.2.6 Aplicaciones Industriales de celulasas.

Las celulasas y enzimas relacionadas son utilizadas en industrias alimenticias,
de cerveceria, de vino, alimentacion animal, textil, de detergentes, del papel,
asi como también en la agricultura y en investigaciones. Esta gran gama de
aplicaciones hacen a estas enzimas muy atractivas y demuestran su enorme
valor comercial en la industria biotecnolégica. (Marin. Romelia. 2007.
Caracterizacion Y Expresion Recombinante De Una Celulasa De Origen

Antartico. Universidad De Chile. Tesis De Licenciatura.)

2.3 Caracterizacion fisico-quimica de la celulasa

2.3.1 pH vy peso molecular

Se considera que un pH ruminal superior a 6.2 es el 6ptimo para obtener una
buena digestion de celulosa (Rodriguez y Llamas 1990). La importancia de la
amortiguaciéon del pH a nivel ruminal tiene la finalidad de mantener el
metabolismo de los microorganismos ruminales en un rango Optimo para su
crecimiento. La modulacion del pH ruminal es uno de los efectos de S.
cerevisiae, no obstante, en los estudios de Andrig-hetto et al (1993), Aveldafio
et al (1995) y Angeles et al. (1995) el pH ruminal no se modulo y se observo
disminucién, lo que sugiere que la actividad de las bacterias celuloliticas

también pudo disminuir. De acuerdo con Gedek et al. (1993), Zelefak et al.
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(1994), y Hernandez (1999), el pH no mostro diferencias por la adicion de
levaduras; aunque, Kumar et al. (1994) menciona que la suplementacion con

levaduras incrementa el pH a nivel ruminal.

El pH 6ptimo para la actividad de las celulasas producidas por bacterias abarca
un amplio rango, el cual incluye condiciones acidas y alcalinas (cuadro 5). Por
otro lado, las celulasas producidas por hongos requieren generamlente un pH

acido (cuadro 6).

Cuadro 5. Bacterias con alta Actividad Especifica de celulasas

Microorganismos Actividad especifica | pH optimo
(umol. min?. mg*
Bacillus subtilis 514 5-7
Clostridium thermocellum 428 7
Streptomyces murinus 6.7 6
Bacillus macarans 5030 6
Bacillus sp. 369.6 9

(Howard et al., 2003)

Cuadro 6. Hongos con alta Actividad Especifica de celulasas.

Microorganismos Actividad especifica | pH optimo
(umol. min?. mg*
Sclerotium rolfsii 475 3.3
aspergillus niger 194 5
Achlya bisexualis 7840
Orpinomyces sp. 3659 5.8
Rizhopus chinensis 4800 ND
Penicillum 405 4-2
brefeldianum

(Howard et al., 2003)

Lspiroza-Cuevas, 2074 25



Qaﬁ)f(/'zaa/b}( de la lemperatura para la /ﬁooéwa/o?( de b enzina celulasaa partie de oepa V-2

N.D. No determinado

Mientas que el tamafio fisico de las enzimas varia considerablemente. Con el
objeto de que las enzimas puedan funcionar, sus redes de proteinas necesitan
ser mantenidas en trayectorias bastante rigidas. Estas cadenas de polipeptidos
0 union de cadenas poseen centros activos, los cuales consisten de todos los
residuos de aminoacidos, como también de cadenas laterales, necesarias para

un modo particular de enlace al substrato.

Por otro lado hay pesos moleculares publicados para las enzimas industriales
mas comunes que varian desde alrededor de 20,000 a 250,000 Daltons

(cuadro 10), como se muestra en el siguiente cuadro: (Dykstra 1996)

Cuadro 10. Peso moleculares de enzimas

e Peso minimo de 7,000 requerido para que una enzima
funcione como catalizador estable en la degradacion de
substratos comunes estables

e Alfa-amilasa 67,000 — 76,000
e Celulasas 23,000 - 35,000
e TAG lipasas 33,000 - 35,000
e Proteasas 27,300 -27,500
e Xilanasas 101,000 - 253, 000

2.3.2 Sustrato

Las enzimas son mas eficientes cuando las concentraciones de sustrato son
excesivas en relacion con las concentraciones de las enzimas. Donde el
producto se obtiene a la maxima velocidad para la cantidad de enzima presente
(Badui 2006).

2.3.3 Inoculo

Reportes de la literatura mencionan que el objetivo del presente estudio
(influencia de la concentracién de inoculo en la produccién de celulasas y

xilanasas por Aspergillis niger) fue evaluar la influencia de la concentracién de
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in6culo en la morfologia y producciéon de celulasas y xilanasas con A. niger en
cultivo sumergido. Para ello, fueron inoculados matraces de 250 mL con 40 mL
de medio con 3% (v/v) de una suspension de 104 o 108 esporas por mililitro e
incubados a 28 °C y 175 rpm durante 120 horas. Se utilizaron 10 g*L-1 de
lactosa como fuente de carbono. En cada caso se determind la cantidad de
biomasa, la proteina extracelular soluble, lactosa residual, actividad celulasa
total y xilanasa cada 24 horas. Aunque no hubo un efecto notorio en la
morfologia de crecimiento, salvo en el color y el diametro de pellets obtenidos,
si se afectdé la ymax (0,06 y 0,03 h-1 para 104 y 108 esporas*mL-1,
respectivamente) y la concentracibn maxima de biomasa. Ademas, mientras
que las productividades volumétricas de celulasa (TFPA) (8,2 y 8,0 UL.*L-1*h-1
para 104 y 108 esporas*mL-1, respectivamente) fueron similares para ambos
in6culos, la productividad de xilanasa (I'XIL) fue mayor para el in6culo mas
concentrado (29,7 y 33,4 UI*L-1*h-1 para 104 y 108 esporas*mL-1,
respectivamente). Los resultados indican que la productividad de celulasas y
xilanasas esta estrechamente relacionada con la concentracion de inoculo.
(Izarra 2010)

2.3.4 Temperatura

La utilizacion biolégica de la celulosa puede llevarse a cabo desde
temperaturas cercanas a la congelacion hasta alrededor de los 65°C. Cada una
de las variedades de organismos celuloliticos es afectada en forma diferente
por la temperatura. Los mesosfilos dominan en temperaturas moderadas
mientras que la microflora termofilica puede degradar celulosa por arriba de los
45°C. Debido a los cambios en la composicién de la flora inducidos por la
temperatura, el calor aumenta la velocidad de transformacion del sustrato a

causa del efecto directo de esta sobre la accion enzimatica (Alexander, 1980).

2.4Cinética enzimatica

2.4.1 Enzima-sustrato

Los enzimas actuan de acuerdo con los mismos principios generales que los
demas catalizadores: aumentan la velocidad de las reacciones quimicas
combinandose transitoriamente con los reactivos de manera que estos

alcanzan un estado de transicidon con una energia de activacion menor que el
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de la reaccion no catalizada. Hay que destacar sin embargo que los enzimas
son mucho més eficaces que cualquier catalizador artificial conocido. Se ha
podido comprobar que los aumentos de velocidad que producen son de entre
10" y 10 veces la velocidad de la reacciébn no catalizada. La actividad
molecular (nimero de moléculas de sustrato transformadas por una sola
molécula de enzima por minuto) de distintos enzimas oscila entre unos pocos

miles y varios millones de moléculas de sustrato por minuto.

Los métodos experimentales para conocer la actividad catalitica de las enzimas
son cada vez mas complejos y sofisticados. Sin embargo, el método mas
antiguo utilizado en enzimologia, desarrollado por Leonor Michaelis y Maud
Menten, y que en la actualidad sigue siendo de gran utilidad, consiste en
analizar como varia la velocidad de las reacciones catalizadas
enzimaticamente en funcion de algunos parametros experimentales como la
concentracion del sustrato o la del propio enzima, lo que globalmente se

conoce con el nombre de cinética enzimatica.
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Figura 8. Saturacion del enzima por el sustrato.

La cinética de las reacciones catalizadas por enzimas muestra un rasgo
caracteristico que no se observa en las reacciones no enzimaticas: la
saturacion del enzima por el sustrato (Figura 8). Cuando se mide la velocidad
inicial de una reaccion catalizada enzimaticamente se observa que para
concentraciones de sustrato bajas la velocidad de reaccion es proporcional a
dicha concentracién, como ocurre con caracter general para las reacciones no

enzimaticas. A medida que la concentracion de sustrato aumenta la velocidad
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de reaccion deja de ser proporcional a ésta. Con un aumento posterior la
velocidad de reaccion llega a ser totalmente independiente de la concentracion
del sustrato y se aproxima asiptoticamente a un valor maximo que es
caracteristico de cada enzima y que se conoce como velocidad maxima. Se
dice entonces que el enzima se halla saturado por el sustrato. La concentracion
de sustrato a la cual la reaccion alcanza la mitad de su velocidad maxima se
conoce con el nombre de KM (constante de Michaelis-Menten). KM es un valor
caracteristico de cada enzima y constituye una medida de la afinidad del
enzima por el sustrato: valores bajos de KM indican una alta afinidad mientras
gue valores altos representan una baja afinidad.

El efecto de saturacion del enzima por el sustrato condujo a los primeros
investigadores de la cinética enzimatica, incluso antes de que se conociera la
naturaleza proteica de los enzimas, a formular la hipétesis, hoy corroborada, de
que el enzima y el sustrato se combinan de modo transitorio para formar un
complejo enzima-sustrato (Figura 10) en el que se alcanza el estado de

transicion con mayor probabilidad que en la reaccidén no catalizada. Una vez

Alcanzado dicho estado el complejo enzima-sustrato se descompone para dar
lugar a los productos y el enzima libre segun se refleja en la siguiente ecuacion

(figura 9):
E+S =5 ESS E+P
Figura 9. Ecuacion enzima-sustrato.

El enzima, una vez liberado, puede combinarse con una nueva molécula de
sustrato para formar un nuevo complejo enzima-sustrato cerrandose asi el
ciclo catalitico del enzima. De este modo, una sola molécula de enzima puede
transformar en producto, en sucesivos ciclos cataliticos, a un elevado namero
de moléculas de sustrato, lo que contribuiria a explicar la gran eficacia catalitica

gue exhiben estas biomoléculas.

: ;
k -— - ;
Enzima + Sustrato somplejo Enzima + Productos

Enzima-Sustrato
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Figura 10. Complejo enzima-sustrato

La hipotesis del complejo enzima-sustrato explica de modo satisfactorio el
efecto de saturacion del enzima por el sustrato observado en los estudios de
cinética enzimatica: cuando la concentracion de sustrato es muy superior a la
concentracion del enzima en el medio de reaccion, todos los centros activos de
las moléculas de enzima se hallan ocupados en un momento dado por
moléculas de sustrato, con lo que aumentos posteriores de la concentracion de

éste no se traducen en aumentos en la velocidad de reaccion.

3. Materiales y méetodos

La presente investigacion fue realizada dentro de las instalaciones de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en el laboratorio de Produccion
animal (area de microbiologia). Este trabajo se dividié en tres etapas, las

cuales se describen a continuacion.

Etapa |. Purificacion de la cepa MVL-2

3.1 Material bioldgico.

La cepa de los microorganismos VML-2 que fue utlizada para esta
investigacion fue tomada de cultivos puros vy liofilizados que fueron identificados
por Llamas Pertenecientes al cepario del Departamento de Produccion Animal
(figura 11).
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Figura 11. Cepa VML-2 cultivos puros y liofilizados.

3.2 Preparacion de medio solido.

Se prepararon cajas petri con agar Schaedler, agregando 25.14g por cada
600ml de agua destilada dentro de un matraz Erlenmeyer de 1000ml, el cual se
disolvi6 a flama de mechero hasta que tomara una coloracion cristalina,
posteriormente se esterilizé en un autoclave a 121°C y 15Lb de presion durante

15min.

3.3 Siembra en medio solido

Para llevar a cabo la siembra se utilizo el medio solido, una vez transcurrido el
tiempo de esterilizacion del medio se retiro del autoclave para realizar el
vaciado del medio en cajas petri, dando tiempo para su solidificacién. Se
realizaron siembras en las cajas petri, por estria abierta cruzada (Fig. 12)
sobre el agar Schaedler, posteriormente se incubo a 37°C +2 por un periodo
de 5 semanas bajo condiciones de anaerobiosis. Para la creacion del ambiente
anaerobio, se utilizaron botes de plastico con tapa, en los cuales se colocaron

las cajas petri ya sembradas, posteriormente se coloco una vela prendida, se
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cerraron los botes y se coloco cinta alrededor de la tapa para que no hubiese

entrada de oxigeno al bote, obteniendo asi las condiciones para el crecimiento

de las enzimas (Fig. 13).

Figura 12. Siembra por medio de estria

abierta cruzada.

Figura 13. Condiciones de anaerobiosis

para el crecimiento de las enzimas.

3.4 Morfologia microscoépica y macroscopica del la cepa VML-2

Se identifico la morfologia micro y macroscépica de la cepa VML-2, obteniendo

asi las caracteristicas necesarias de la cepa que se muestran en la siguiente

cuadro:
Cuadro 7. Morfologia micro y macroscopica de la cepa VML-2
Morfologia Morfologia
macroscopica microscopica
Color Ambar Tincion de Gram | Negativa (-)
Forma Forma Bacilos
Tamafio Crece en toda la Tamafio Cortos
caja
Brillo Opaco
Textura Cremosa
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Borde
Elevacién Plana
Olor Caracteristico/acido
Margen Entero

3.4.1 Morfologia microscépica: Tincién de Gram.

Se realizo la técnica de tincibn de Gram para observar las caracteristicas
morfolégicas de los microorganismos empleados. Para ello se utilizo un asa
bacteriologica la cual fue esterilizada a flama de mechero para que no hubiese
contaminacion a la hora de tomar la muestra, cuando es retirada del fuego es
se enfriada en una de las extremidades del medio, se tomo la muestra del
cultivo puro y se disolvié en una gota de agua destilada previamente puesta en
un portaobjetos para ser homogenizada, posteriormente se fijo con calor. Una

vez fijada la muestra se llevo a cavo la siguiente técnica (Cuadro 8):

Cuadro 8. Tincién de Gram.

COLORANTE TIEMPO (min)

Cristal violeta Imin.

Lavar con aguan destilada

lodo (lugol) 1min.

Lavar con agua destilada

Alcohol — acetona 3seq.

Lavar con agua destilada

Safranina Imin.

Lavar con agua destilada

Se dejo secar la muestra por completo (fig. 14) para después ser observada en
un microscopio Optico a 100X, colocandole 1 gota de aceite de inmersion (fig.
15).
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Figura 14. Muestra seca para ser Figura 15. Muestra observada bajo

observada bajo microscopio. microscopio a 100X

3.4.2 Morfologia macroscopica:

Se identificaron las caracteristicas de color, tamafo, brillo, textura, elevacion.

Olor y margen de cada una de las cajas (Cuadro 7).

ETAPA Il. Produccién de la enzima celulasa

3.5 Fermentacion para la produccion del extracto enziméatico

3.5.1 Preparaciéon del medio liquido especifico para la produccién de

celulasa

Se preparo un medio liquido especifico para la degradacién de celulosa

con la siguiente composicion (Cuadro 9).

Cuadro 9. Composicion del medio liquido especifico para la produccion

de celulasa
Componente Cantidad (%)
NaCl 0.5
NaNOs 0.3
KCI 0.5
Carboximetil celulosa de sodio 1
KH2PO4 0.2
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MgSOa 0.01

3.5.2 Curva de crecimiento

Se tomaron muestras de 1.5 pLs, obtenidas de cada tiempo (0, 24, 48, 72, 96,
120, 144, 168, 192, 216, 240, 264, 288, 312) cada una con su repeticion. Cada
una de las muestras tomadas fueron centrifugadas a 5000 rpm para poder
separa la biomasa y asi obtener el extracto enzimatico, las cuales fueron leidas
mediante la técnica de turbidez empleando un espectrofotémetro a una longitud
de onda de 590 nm.

3.5.3 Produccién de celulasa

Se preparo el medio liquido especifico para inducir el crecimiento de la
produccion de celulasa. En 9 matrazes Erlenmeyer de 250mL, se agregaron
80mL de agua destilada y se agrego NaCl, NaNOs, KCI, KH2PO4, MgSOQOa,
(cuadro 9), posteriormente se esterilizaron en un autoclave a 121°C y 15Lb de
presion por un lapso de 15 min. La fuente de carbono (CMC), fue previamente
esterilizada durante 24hrs en camara UV, fue disuelta en 20mL de agua
destilada previamente esterilizada, se adiciono a los matraces donde fueron
disueltos los minerales, una vez que el medio se encontraba a temperatura
ambiente. Se hizo una suspension celular, de cada matraz se tomo 3mL del
medio mineral, los cuales fueron tomadas con una micro pipeta, utilizando
puntillas de 1mL, para ser agregados al cultivo puro haciendo un barrido con la
misma puntilla con que se tomo la muestra, realizada la suspensién se tomo
1mL de cada caja inoculando asi los 9 matraces, posteriormente se incubaron
a 372C, 392C y 412C, realizando anaerobiosis, se tomaron muestras cada 24
horas, colocandolas en tubos ependorf y llevandolas a congelacién, esto se
realizo por un tiempo de 360 horas (con intervalos de 24 h). Los experimentos
se realizaron por triplicado, se descongelaron dos tubos de cada matraz para
leer curva de crecimiento a 590nm por turbidez, ajustando a cero con medio sin
inoculo, posteriormente se leyeron los tubos. Se colocaron en tubos de ensaye
para ser centrifugados a 5000 rpm por 30min, con la finalidad de separar el

extracto enzimatico de la biomasa. El extracto enzimatico fue colocado en
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tubos de ensaye para determinar proteina extracelular siguiendo la técnica de
Biuret (Figura 16)

Figura 16. Produccion de celulasa.

3.5.4 Cuantificacion de proteina extracelular y celular

Para la cuantificacion de proteina celular y extracelular se tomaron tubos de
ensaye esteriles para agregar cada una de las muestras a analizar, se realizo
mediante la técnica de proteinas totales. La técnica consiste realizar un blanco

(método biuret). (Figura 17)

Figura 17. Cuantificacién de proteina extracelular y celular.

Para conocer el efecto de las condiciones de reaccion sobre la enzima vy el
sustrato, se preparo una muestra patron y una muestra blanco (cuadro 9). Las

muestras fueron preparadas de la siguiente manera:

e Blanco: 20ul agua destilada

e Patron: 20 pl de patron + 1.0ml de reactivo de Biuret, dejar incubar
durante 30 min a una temperatura de 252C

e Muestra: 20 pl de patron + 1.0ml de la muestra a analizar

e Absorbancia: 546nm
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Cuadro 10. Preparacion de muestras para cuantificacion de proteinas totales

por el método de Biuret.

Reactivo blanco | Patron | Muestra
Agua destilada 20ul
Patron 20 pl
Suero o plasma 20 pl
Solucién 1 1.0ml 1.0ml 1.0 ml

Llevando a cabo la siguiente ecuacion:

Conc.de Prot.Tot.=

patron

3.5.5 Cinética enzimética:

Amuestra

A= absorbancia

x Conc. Patron

Se agregaron 50 ml del extracto enzimatico mas 200 ml de sustrato (CMC), en

matrazes Erlenmeyer de 250mL, se dejaron incubar a 37°C, 39°C, 41°C,

tomando muestra desde el tiempo O hasta llegar a los 120 min, posteriormente

se siguid con la técnica de Somogy-Nelson (AR).

7 .
et =) Yee T A
PO s b
Bl » e N T

Figura 18. Cinética enzimatica

3.5.6 Determinacién de azucares reductores (Somoqgy-Nelson)

Lepinoza-Cuevas, 207%

37




Qat/h(/zawb% de lomperatura para A /ama&aa/a% de b enzina celulasaa parti de la oepa V-2

El producto obtenido de la cinética enzimatica se cuantific6 mediante la técnica
de azucares reductores. La metodologia empleada para la medicion de
azucares reductores fue la siguiente: Se colocaron 250 yL del la muestra mas
250 yL reactivo Somogy, para que se incubara en bafio de agua hirviendo a
100°C durante 10 minutos, posteriormente se retir0 del agua hirviendo y se
dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregaron 250uL de reactivo Nelson y
se agitd vigorosamente. Se agregaron 4 mL de agua destilada y se agitd

vigorosamente para finalmente medir la absorbancia en un espectrofotdmetro a

una longitud de onda de 660 nm.

Figura 19. Determinacion de azucares reductores mediante la técnica de

Somogyy Nelson.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

ETAPA |. Purificacion de la cepa MVL-2

4.1 Morfologia microscdépica y macroscopica del la cepa VML-2

De acuerdo con Valdez Sepulveda (2010), menciona que la adicion de lavadura
Saccharomyces cerevisiae incrementa la concentracion de bacterias Gram
negativas en el contenido ruminal, por lo que estos resultaos coinciden con los
presentados por la cepa que se analizo (cuadro 11) ya que se observa que al
realizar la tincion de Gram, la mayoria de las cepas se tifien de color rosa-rojo,
lo cual nos indica que los microorganismos son Gram negativos; dicha
coloracion es debida a que las paredes de estos microorganismos son mas

delgados y con mayor cantidad de lipidos.

Cuadro 11. Morfologia macroscoépica y microscopica de la cepa
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Morfologia Morfologia
macroscopica microscopica
Color Ambar Tincion de Gram Negativa (-)
Forma Forma Bacilos
Tamafo Crece en toda la Tamafio Cortos
caja
Brillo Opaco
Textura Cremosa
Borde
Elevacion Plana
Olor Caracteristico/acido
Margen Entero

a) Morfologia microscépica: De acuerdo conmCautifio, 2011, al

analizar las colonias fueron caracterizados microorganismos

Gram negativo, con forma de bacilos pequeiios, ovalados,

algunos largos y otros cortos, lo cual no es suficiente para

poder afirmar que microorganismo representa, debido a que

existen muchas colonias bacterianas que son pertenecientes a

distintos géneros y especies y pueden presentar morfologias

microscoépicas similares (figura 20,21,22)

Figura 20. Cepa MVL-2,
purificada.

Figura 21. tincion de gram Figura 22. Bacilos G(-)
lista para ser obrevada

bajo microscopio.
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b) Morfologia macroscépica: en la figura 23 se observa una

coloracion é&mbar, sin un tamafo definido, ya que el
microorganismo crese en forma de plasta, con un brillo opaco,
textura cremosa, elevacion plana, con un olor muy
caracteristico (acido) y con un margen entero. Lo cual coincide
parcialmente con los resultados encontrados por Reyes
Arzeola 2010 presentando una morfologia macroscépica en
forma de bacilos cortos con perfecta definicion en sus bordes
(enteros), en su morfologia colonial (macroscépica), con

aspecto seco y suave.

.Wli,‘

Figura 23. Placa con Cepa VML-2

ETAPA Il. Produccion de la enzima celulasa

4.2 Curva de crecimiento en medio especifico.

La curva normal de crecimiento bacteriano presenta 4 fases principales: a) fase
de latencia o adaptacion (log), 2) fase de desarrollo logaritmica o exponencial
(log), 3) fase de transicion o estacionaria, y 4) fase declinacion o muerte celular
(Valdez-Sepulveda, 2010).

4.3 Curva de crecimiento en medio liguido especifico (carboximetil celulosa)

para la produccién de celulasa.

Se disefio un medio especifico para la produccion de la enzima celulasa,
empleando como Unica fuente de carbono carboximetil celulosa. En la figura 24
se muestra el crecimiento de la cepa aislada en medio liquido especifico; en la
cual se puedo observar que alcanza su fase exponencial en las primeras horas

de fermentacién (24 horas) que dura hasta las 120 horas, siendo esta su punto
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méaximo de crecimiento con una p=0.9047DO/h; su fase estacionaria comienza
a apreciarse después de las 120 horas, teniendo asi un descenso gradual

hasta llegar a las 264 horas.

y = 0.0033x + 0.0642

E
£ 03 R2=0.9047
(o]
o
0.2
0.1
0
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (h)

Figura 24. Curva de crecimiento de la cepa VML-2 en medio liquido especifico
con carboximetil celulosa a 39°C

4 .4 Determinacion de proteina extracelular por el método de Biuret.

El principal aporte de los microorganismos en el rumen son las celulasas
microbianas. La celulosa es la mas importante fuente de carbono y energia en
la dieta del rumiante, pero el animal por si mismo no produce las enzimas
necesarias para digerir la celulosa. Como los microorganismos usan celulosa y
otros carbohidratos presentes en las plantas como sus propias fuentes de
energia y carbono, ellos aportan gran cantidad de productos &cidos grasos
volatiles (AGV), los cuales son usados por el animal como fuente de carbono y
energia (Grudosky y Arias 1983); por lo tanto, al microorganismo en estudio se
le determiné proteina extracelular ya que cuando un haz de luz choca con una
particula en suspension parte de la luz dispersa, parte se refleja y parte se
absorbe. Esta dispersion puede ser medida por turbidimetria ya que

proporcionara un resultado en base a la concentracion de proteina concreta, ya
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que se comprara la cantidad de la luz dispersa, o la tasa de aumento de la
dispersion, con los valores de estandares proteicos conocidos (Gorina, 1980).
La figura 25 muestra el comportamiento de la maxima produccion de la enzima
celulasa (extracto enzimatico), donde se puede apreciar que la mayor
concentracion de proteina extracelular se obtiene a las 120 horas de
fermentacion, sin embargo, una vez trascurridas las 120 horas, la cantidad de
proteina empieza a disminuir considerablemente, la cual puede ser debido a
qgue los microorganismos en condiciones de estrés (medios de cultivos
especificos) producen proteasas que son liberadas al medio de -cultivo
provocando diferentes grados de protedlisis (Aguilar, 2002).

Segun Wiedmeier et al.,, 1990, menciona que la micro flora ruminal no se
adapta rapidamente a la utilizacion de celulosa, por lo que la produccién de la

enzima se ve limitada.
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Figura 25. Cuantificacion de proteina extracelular por el método de Biuret de la
cepa MVL-2
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ETAPA Ill. CINETICA ENZIMATICA

Como ya se menciono, se disefio un medio especifico para la produccién de la
enzima celulasa, empleando como Unica fuente de carbono carboximetil
celulosa. En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos de la actividad
celulasa, donde se observa que con temperatura de de 37°C alcanza su fase
exponencial en las primeras 12 horas de fermentacion, siendo esta su punto
maximo de crecimiento; con temperatura de 41°C, alcanza su fase exponencial

120 horas, siendo este su punto maximo de crecimiento.

1
08 .@ m37°C

oe $41°C
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02

U (mg AR/100 mg muwestra)

0
1] 50 100 150 200 250 300 3R 400

Figura 26. Curva de crecimiento de la cepa VML-2 en medio liquido especifico

con carboximetil celulosa a 37°C, 41°C
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5. CONCLUSIONES

Se evaluaron los microorganismos de la cepa ruminal VML-2 a tres
diferentes temperaturas (37, 39, 41°C), de las cuales se determino que la
temperatura optima para la produccion satisfactoria de la enzima celulasa
es de 39°C.

Se aislé la cepa VML-2 en medio especifico para microorganismos
anaerobios (agar Schaedler) y se caracterizo macroscopicamente
obteniendo asi una plasta, con superficie lisa y consistencia cremosa, color
ambar, con bordes enteros, aspecto humedo y se identificaron como

bacillos cortos Gram negativos.

Se demostré que el microorganismo empleado de la cepa VML-2 produce
la enzima celulasa, mediante el disefio de un medio de cultivo inductor,
empleando como Unica fuente de carbono la carboximetil celulosa. En la
cual se puedo observar que alcanza su fase exponencial en las primeras
horas de fermentacion (24 horas) que dura hasta las 120 horas, siendo esta

Su punto maximo de crecimiento con una p=0.9047DO/h.
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Se determino que la actividad celulasa, con temperatura de de 37°C
alcanza su fase exponencial en las primeras 12 horas de fermentacion,
siendo esta su punto maximo de crecimiento, mientras que con temperatura
de 41°C, alcanza su fase exponencial 120 horas, siendo este su punto

maximo de crecimiento.
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