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Introduccitén
1. INTRODUCCION

Los avances cientificos realizados en el desarrollo de la alimentacién para
animales durante ultimos 20 afos ha llevado a que una gran variedad de materias
primas vegetales se hayan incorporado a la alimentacién animal, haciendo de este
un alimento balanceado compuesto a base de concentrados protéicos, granos de
cereales, forrajes, pajas y rastrojos asi como subproductos vegetales, entre otros
(Wilson, 1983 y Flores- Menéndez, 1989).

Uno de los factores determtnantes que ha impulsado a establecer nuevas
estrateglas de alimentacién animal ha sido el crecimiento de la poblacién; la cual
exige a los productores de ganado, avicultores, porcicultores y criadores de diversas
especies animales de importancia para consumo humano, obtener productos de
mejor calidad y mayores rendimientos en los animales que lo consumen. En
respuesta a esta problematica actualmente se buscan alternativas biotecnolégicas
que permitan obtener productos de alta calidad sin que se alteren los sistemas
ecolégicos, como es el caso de la fermentacién sélida (FS), en la cual se utilizan
productos de deshecho, sustratos agricolas o residuos poco valorizados, obteniendo
de ellos productos de alto nivel comercial como 4cido citrico, 4cido gélico, penicilina
entre otros metabolitos secundarios (Barrios, et al. 1988 y 1990; Raimbault, 1980;
Hang y Woodadams, 1987).

Por otra parte en el sector pecuario se estan aplicando productos derivados de
la biotecnologia, dando lugar al uso de organismos especificos para propésitos
especializados basados en el aislamiento de microorganismos de su hébitat natural
(Flores y Garcia, 1995), contribuyendo en mejores rendimientos en carne y leche. Por
ejemplo Williams, et al, en 1991 reportan resultados satisfactorios en la produccién
de 4.1 kg/dia de leche en vacas.

En este sentido dentro del grupo de microorganismos especificos encontramos
a los probiéticos, que son microorganismos y/o sustancias que contribuyen al
equilibrio microbiano intestinal. Los primeros cultivos microbianos utilizados como
probiéticos datan de principios de siglo con las investigaciones de Metchnikoff en
1907 sobre la longevidad de los habitantes de los paises biilgaros debido a los altos
consumos de leche fermentada con microorganismos como Lactobactilus acidophilus
(Hoyos y Cruz, 1990).
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Posteriormente Lilly y Stillwell en 1965 utilizan el término "probi6tico” para
describir sustancias producidas por un protozoario que estimulaba el crecimiento de
otros microorganismos. Actualmente dentro del grupo de microorganismos con
actividad probiética se incluyen bacterias lacticas, hongos y levaduras, destacando
su uso cepas de Saccharomyces cerevisiae y Aspergiilus oryzae (Campos y Viniegra,
1994; Nisbet y Martin, 1993). Estudios de Tapia, et al. en 1988 evaluaron la actividad
probiética para rumiantes con cepas de Asperygillus niger, Trichoderma harzianum y
Penictilium sp.

En este contexto se propone una alternativa de alimentacién animal,
mediante el uso de un residuo agroindustrial la pasta de copra, ya que en recientes
estudios se ha utilizado como complemento nutritivo en rumiantes y en este sentido
se busca ser aplicado como sustrato de FS, ya que podria ser enriquecido en
proteina y simultaneamente producir sustancias probi6ticas que posteriormente se
emplearian en cantidades minimas en forrajes para la alimentacién animal
{Roussos, et al. 1994; Pineda y Pérez, 1996).

Con este propésito el presente estudio evalué la actividad probidtica de
productos obtenidos por FS empleando como microorganismo modelo la bacteria
ruminal Megasphaera elsdenil (Ramirez-Islas, 1995), simultineamente se realizaron
estudios quimicos para la elucidacién de compuestos responsables del efecto
benéfico mediante el uso de técnicas cromatograficas en capa fina, extracciones con
disolventes de diferente polaridad, fraccionamiento en columnas de silica y la
identificacién de moléculas mediante el empleo del equipo de resonancia magnético
nuclear (RMN), Trigos, et al.1995; Herrera, 1997).

Asi al utilizar esta tecnologia para producir probiéticos via FS, el concepto
probiético continuara aumentando debido a la investigacién basica en este campo
ya que en estudios realizados al respecto se ha demostrado que la adicién de
cultivos de hongos, levaduras y bacterias productoras de 4cidos incorporadas a las
dietas de animales domésticos puede alterar los patrones de su poblacién
microbjana, ya sea que se trate de aves o de mamiferos jé6venes (Soeyenbos, 1984).
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Por otra parte el alcance que tiene este estudio es contribuir a la
identificacién de los compuestos responsables del efecto probiético de cultivos
obtenidos por FS, ya que hasta el momento no se tiene informacién precisa sobre la
naturaleza de las moléculas, enzimas, metabolitos u otra materia que este presente
en el aditivo "probi6tico”, esperando obtener mayor informacién si se realizan a
futuro estudios de ingenieria genética y quimica en donde se detecte esta capacidad
para evaluar su potencial (Fuller, 1989).
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. Fermentacién Sélida (FS)

La FS se define como un tipo de cultivo que emplea sustratos sélidos (bagazo,
pasta de copra, residuos de café etc.), los cuales son materiales que retienen agua,
son porosos y a partir de elios se obtiene productos de interés comercial. Este
sistema es considerado como una tecnologfa innovadora, limpia y con poco impacto
sobre el medio ambiente. Esta tecnologia es prometedora y en diversas partes del
mundo tratan de desarrollar procesos empleando nuevas materias primas que sean
transformadas en productos interesantes, ademsés de ofrecer grandes ventajas como
las que se muestran en la Seccién 2.1.1 (Mudgett, 1986; Hesseltine, 1987)

2.1.1. Ventajas y desventajas

Ventajas:

v Los sustratos sélidos pueden requerir solo la adicién de agua, aunque pueden
afadirse también algunos nutrientes.

v El bajo contenido de humedad reduce los problemas de contaminacién.

v las condiciones del crecimiento fingico son similares a las de su habitat
natural.

v La aireacién es facilitada por los espacios entre las particulas del sustrato.

v El fermentado sélido puede extraerse inmediatamente por adicién directa de
disolventes o manteniéndolo en congelacién antes de la extraccién.

v Los productos obtenidos pueden incorporarse directamente en el alimento de
animales.



Desventajas:

% Las fermentaciones con agitacién pueden involucrar altos requerimientos
energéticos y dafos al micelio.

% La cantidad de in6culo puede ser grande y para su produccién deben
mantenerse condiciones de asepsia rigurosa.

% Los sustratos agricolas pueden requerir algin tipo de pretratamiento.

% Problema de pérdida de humedad para las fermentaciones de larga duraci6n.
¢ Elevacién excesiva de la temperatura.

% Dificuitad en la regulacién de los parametros de cultivo.

Por otra parte los procesos de FS se vienen implementado desde tiempo atréas,
por ejemplo, el caso particular de los quesos madurados en Francia. Actualmente se
aplica para obtener alimentos fermentados, producir de enzimas, metabolitos
secundarios, Acidos orgénicos, produccién de alcohol, entre otros (Saucedo-
Castarieda, 1991; Lonsane, et al. 1991).

2.1.2. Sustratos y microorganismos empleados

Lo soportes empleados comtinmente deben tener la particularidad de absorber
los nutrimentos que se encuentren en solucién por ejemplo amberlita, vermiculita,
esponja, poliuretano entre otros. También, es posible utilizar residuos
agroindustriales como bagazo de caia, pulpa de café, pasta de copra (Barrios, et al.
1988; Auria, et al. 1990; Saucedo, et al. 1991).

Los microorganismos empleados en este tipo de proceso son muy variados, y
segin su actividad biolégica se pueden aplicar a distintos campos de la
investigacién como se aprecia en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Principales microorganismos utilizados en procesos de FS.

MICROORGANISMO APLICACION REFERENCIA
Lactobacillus sp Alimentos fermentados | Saucedo-Castafieda,
1987
Penicilitum Metabolitos Barrios, et al, 1988
secundarios
Aspergillus niger Acidos organicos Raimbauit, 1980
Saccharomyces sp Produccién de alcohol | Gibbons y Wetsby,
1988
Aspergillus oryzae Suplemento para|Huber, 1991
ganado
Cultivos mixtos Biorremediacién Ramirez-Islas, 1998
Trichoderma Produccién de enzimas | Roussos, 1985

2.2. Pasta de copra

De la palma del coco (Cocus nucifera )} se obtiene la copra que es el nombre
comercial que se le da al residuo del albumen del fruto de la palma del coco, que se
obtiene al cortar a la mitad dicho fruto, extrayendo el liquido que contiene.
Postertormente, se asolea por varias semanas, hasta que alcanza un grado de
humedad aproximado del 10%, determinado por los productores de copra por el
olor, color, textura y sabor caracteristicos. El producto obtenido se somete a un
proceso industrial ya sea por prensado, via enzimatica o por la adicién de

disolventes, obteniéndose dos productos principales: aceite de coco v pasta de copra
{Agutlar y Rueda, 1980; Flores-Menéndez, 1989).

Dada la composicién de la pasta de copra resulta ser un alimento proveedor
de proteinas importantes para la alimentacién animal que podria ser utilizado en
procesos de FS, (Flores y Garcia, 1995), obteniendo un material rico en aziicares y
con bajo contenido de grasas dependiendo de la extraccién utilizada (Fernandez,
1987).
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En la Tabla 2.2 se aprecia que el aporte principal de este producto es la
protefna (20%), y los carbohidratos (16.5%), por esto es aconsejable su uso como
sustrato para la FS, ademas de que aportarfa a la proteina como un subproducto
obligado, y posiblemente la formacién de metabolitos que sean mas digeribles para
el animal que lo consume.

Por otra parte dentro del grupo de aminoécidos esenciales de importancia se
encuentran la arginina, fenilalanina, lisina e histidina, los cuales pueden ser
utilizados por los microorganismos durante la FS y desdoblar a compuestos méas
simples, enriqueciendo de esta forma el fermentado; de igual forma no serfa
necesario agregar fuente de carbono externa a la FS ya que la cantidad de aztcares
solubles de la pasta de copra lo aportaria.

Tabla 2.2. Composicién de la pasta de copra (Maisons, 1991).

COMPONENTE PORCENTAJE
Proteina 20
Carbohidratos 16.5
| Arginina 2.26
Fenilalanina 0.78
Lisina 0.54
Histidina 0.36
Minerales 9.63
Glucosa 9.16
Humedad 7.01
Grasa 5.48
Fibra cruda 4.10

La pasta de copra contiene algo menos de proteinas que el pienso de gluten de
maifz y més que el salvado de trigo, con un promedio de 21.3%, siendo estas de
mejor calidad que las del pienso del gluten de maiz. Sin embargo, no debe
suministrarse pasta de copra como tinico suplemento proteico en la dieta animal al
menos que se adicione algtn tipo de pasto.

9



Uno de los factores importantes para administrar una pasta de copra de buena
calidad es la presencia de un color blanquecino o pardo muy ligero; en el caso
contrario este reflejaria que la temperatura utilizada durante la extraccién del aceite
de coco fue demasiado elevada y por ende la pasta se torna de color oscuro
disminuyendo asi su valor nutritivo (Flores-Menéndez, 1987).

2.2.1. Produccién mundial de la pasta de copra

La produccién mundial de semillas oleaginosas como aceites, tortas y harinas
permanecieron estables en 1996/1997, con una produccién de 261 millones de
toneladas, y en 1998 esta ascendera a 281 millones de toneladas, es decir
incrementara aproximadamente un 8 por ciento con respecto al aftio pasado (FAO,
03/1998). En la Tabla 2.3 se presentan el listado de las principales oleaginosas de
interés mundial, asf como el por ciento de produccién de cada uno durante los afios
de 1994 a 1997, destacando que las importaciones netas de aceites y grasas en este
afio, seran producto de 6 paises de importancia mundial (la India, Pakistan, México,
Japo6n, la Unién Europea y la Repiiblica de Corea).

Por lo que respecta a las importaciones netas de tortas y harinas oleaginosas,
maés del 81 por ciento de los envios totales sera adquirido por los nueve grandes
importadores tradicionales (la Unién Europea, Japén, la Repiblica de Corea,
México, Tailandia, Indonesia, Malasia, Filipinas y Egipto), ademés de China {FAO,
03/1998). En México, la produccién de copra se localiza principalmente en los
estados de Guerrero (40.25%), Colima (26.86%), Tabasco (15.18%), Oaxaca (5.65%),
y Michoacéan (3.83%), representando un 91.77% del total (INEGI, 1988; SARH, 1988
y1992).

En otro sentido, resultados estadisticos mostraron que el consumo mundial
de tortas y harinas oleaginosas aumenté 2.7 % como promedio al aio, durante los
dos ultimos ailos y se prevé que llegar4d a unos 68 millones de toneladas de
equivalente en proteina en 1998 (FAO, 03/1998).
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En México, la pasta de copra tiene su principal destino en la alimentacién
animal, ademas de emplearse como aditivo en algunas mezclas alimentarias, ya sea
através de la elaboracién de alimentos balanceados o concentrados proteicos, debido
a que la pasta de copra tiene gran capacidad de absorcién para las melazas.

Tabla 2.3. Produccién mundial de las siete principales oleaginosas.

OLEAGINOSA 1994/1098 1995/1996 1996/1997
Soya 138.6 124 133.3
Semillas de 6n 35.9 35.9 34.3

| Mani (c4ascara) 28.4 28.4 28.7
Semillas de girasol 23.6 26.3 26.2
Semilias de colza 30.5 34.7 30.2
Almendras de palma 4.8 5.0 5.2
Copra 5.2 4.9 5.1
TOTAL (millones de toneladas) 265.7 259.2 263.0

2.3. Probiéticos

El conocimiento de los efectos benéficos de algunas de las bacterias de la flora
intestinal se inicila a principios de siglo con los trabajos de Metchnikoff; desde
entonces, y a lo largo de estos casi 100 aiios de estudios, autores muy diversos se
han esforzado en conocer las distintas funciones de los microorganismos que

pueblan el tracto digestivo, a pesar de ello, algunas de sus acciones no estan bien
precisadas (Smith, 1991).

Por otra parte, una vez comprobado que algunas bacterias intestinales,
adicionadas al pienso o al agua de bebida, determinaban una respuesta favorable en

la producci6én animal se intento enmarcarlas en un grupo especifico (Gil-Rueda,
1997.

En 1965 Lilly y Stiwell usaron el término probiético para describir las

sustancias producidas por un protozoario que estimulaba el crecimiento de otros
microorganismos.

1"



Posteriormente, Parker en 1974 describe a los probi6ticos con tres palabras
"para la vida", después en 1989 Fuller propone que los probifticos son un
suplemento que tiene efecto benéfico sobre la flora intestinal de los animales.
Actualmente, un probiético es considerado como un aditivo usado en la dieta de
hombre o animales, constituida por una mezcla de biomasa microbiana, metabolitos
y enzimas que tienen efecto benéfico sobre la fisiologia del huésped (Williams, 1991).
Hay que destacar que el término probi6tico surgi6, en oposicién al antibi6tico cuyo
significado "contra la vida' esta bien definida y consiste en eliminar o en mantener
a un bajo nivel la poblacién de microorganismos patégenos o indeseables.

Los probiéticos cuyo significado "en favor de la vida" pueden ser agrupados
dentro de la categoria de compuestos promotores de crecimiento. Son todas las
sustancias de caracter nutritivo, incluyendo los microorganismos e incluso los
antibi6ticos que gozan de esa duplicidad antagénica de accién probiética, segin la
especie animal.

En el mercado existen dos grandes grupos: probi6ticos para humanos y
probiéticos para uso animal, en la mayoria de los casos se desconoce el
funcionamiento de los probiéticos, esto se debe en parte a la gran diversidad de
compuestos existentes y a la gran gama de procesos para producirlos. Sin embargo
se han hecho estudios en humanos y su importancia radica en mejorar la digestién
de alimentos; en algunos casos actiia como inhibidor de la carcinogénesis,
incrementa en la resorcién de calcio, decrece la intolerancia a la lactosa, ayuda en la
sintesis de vitaminas y regula €l sistema inmune (Havenaar y Josh, 1992; Havenaar

y Spanhaak, 1994).

2.3.1. Importancia en la nutricién animal

El papel de los probiéticos en la dieta de animales se centra en la digestibilidad
de los alimentos asf como de promover el crecimiento de bacterias presentes en el
rumen incrementando la produccién animal (Campos, et al. 1995).
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Ademas participan en la degradacién de alimentos pocos digeribles (muy
fibrosos o con alto contenido de celulosa), actuando como degradador primario de la
fibra, incrementando el namero de bacterias celuloliticas del rumen contribuyendo
por otra parte en una mejor calidad y produccién de leche (Williams, et al. 1991;
Wiedmeler y Arambel, 1987).

Durante afios los aditivos blolégicos, que se han venido incorporando a la dieta
de animales (especificamente levaduras), deben tener la capacidad de adherirse y
multiplicarse en las células epiteliales, asi como colonizar del tracto digestivo (Gil-
Rueda, 1997}, por lo tanto los factores claves para utilizar los probiéticos en forma
exitosa son la presencia de microorganismos viables y en cantidades suficientes con
alta capacidad de colonizar el tracto gastrointestinal y con la habilidad para crecer
en el medio ambiente intestinal, donde el colonizante exitoso puede utilizar
sustratos disponibles y resistir a agentes antibacterianos presentes en el medio.

Sin embargo no solo se han realizado estudios con levaduras como los
reportados por Williams, et al. en 1991. También se han realizado estudios con
hongos fllamentosos como los estudios reportados por Males y Johnson, 1990;
Tapia, et al. 1988 y Nisbet y Martin en 1990, en donde evalian probiéticos de
cultivos fangicos en rumiantes y proponen que los principales efectos asociados a la
utilizacién de estos cultivos son los siguientes:

a) Estimulan el crecimiento de los microorganismos del rumen.

b) Incrementan la digestibilidad de los alimentos.

¢) Incrementan la produccién de acidos grasos volatiles de cadena
corta, propiénico, acético y butirico.

d) Promueven una mayor produccién de leche.

En lo referente a los estudios de evaluacién probiética, solo se han realizado
bioensayos con bacterias aisladas del liguido ruminal como es el caso de
Selenomonas ruminantium, Megasphaera elsdenii y consorcios microbianos
ontenidos del liquido ruminal, en donde se evalda el crecimiento microbiano,
produccién de acidos grasos volatiles, consumo de acido lactico, estabilidad al pH
entre otros (Martin y Nisbet, 1990; Campos, et al. 1995; Wiedmeier y Arambel, 1987;
Fuller, 1992 y 1989; Ramirez, et al. 1994; Ramirez-islas, 1995; Campos y Viniegra
en 1995, Bryant, 1956 y Nisbet y Martin en1991.
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Los estudios de evaluacién probiética antes mencionados solo pueden dar
informacién a cerca de Ias respuestas en produccién de microorganismos benéficos
y la produccién de metabolitos de fermentacién, ya que en su mayoria son estudios
"in vitro” y en algunos casos se ha reportado incremento de 16 a 51% de la flora
ruminal.

2.3.2. Importancia Industrial

En los tltimos afios, se han realizado avances en tecnologia de probiéticos, los
industriales saben que la utilidad de estas sustancias dependen de que exista un
numero adecuado de microoorganismos en ellas para que pueden formar una
colonia en el tracto gastrointestinal, y establecer una seleccién simbi6tica con el
animal huésped, por consiguiente el industrial busca que el producto tenga una
vida de anaquel adecuada y buenas caracteristicas de mezclado; de manera que su
presencia en el alimento sea homogénea, ya sea que, se adicione en raciones secas 6
bien en el agua de bebida.

De tal forma que la base teérica que apoya el uso de probiéticos en la
alimentacién animal indica que los microorganismos con accién probi6tica
estabilizan el equilibrio intestinal microbiano, favoreciendo la absorcién de los
nutrimentos en el intestino delgado.

Aunque parece l6gica la accién de estos aditivos resulta dificil interpretar las
evaluaciones sobre su verdadero valor ya que existe una gran gama de variables que
estan involucradas en el proceso fermentativo de la digestién.

La documentacién bibliografica sobre el tema es en ocasiones positivo. Sin
embargo, existen trabajos que sefialan resultados contradictorios, es decir, no
proporciona beneficto alguno, y en los que se muestran efectos positivos en
ocasiones algunos investigadores no pueden confirmar sus resultados cuando
repiten su experimento.

Por ejemplo, Adams, et al. en 1981 encontr6é en ensayo con novillos que se
mejoré la ganancia en peso diaria, utiizando un probiético comercial (Yea-sacc),
sin embargo, sus diferencias no fueron significativas, caso contarlo sucedio en los
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estudios de Deaville y Galbraith en 1990, en donde utiliza cabras de engorda,
toros, vacas y becerros alimentandolos con probiéticos y pastura, observando que
con el solo uso de la pastura mejoraba la ganancia en peso de 0.5 a 0.80 kg.
Williams en 1991 y Gémez, et al. 1990 demostraron que con el uso del probiético
Yea-sacc y un extracto de Aspergtilus oryzae puede haber un cambio pequeiio en
la composicién de la dieta diaria de los animales mejorando su produccién.

Por otro lado Chademana, et al. 1990, no observa cambios con el uso de
levaduras como probi6ticos, en este sentido hasta el momento existen
controversias si €l uso de probiéticos de tipo fingico tiene o no efecto alguno
sobre la digestién del rumiante.

Esto se debe principamente a que existen pocos estudios que demuestren que
los organismos de los extractos probi6ticos se encuentren viables en el momento en
que se agrega al alimento, sin pensar que posiblemente los metabolitos producidos
durante su cultivo son los responsables de tal efecto.

2.3.3. Probiéticos comerciales en México

Actualmente se producen a nivel comercial probiéticos compuestos en su
mayorfa por microorganismos vivos (Aspergillus oryzae, Saccharomyces cerevislae,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecltum, Bifidobacterium sp, Trichoderma harzianum entre otros),
enzimas y metabolitos los cuales se encuentran microencapsulados, en algunos
casos estan enriquecidas con cromo y selenio, los cuales tienen efecto sobre €l
animal que lo consume sea aves, cerdos 6 rumiantes (Willams, 1991; Campos y
Viniegra, 1994 y Hoyos, 1997).

Los principales probidticos comerciales en México son de exportacién y el
volumen comercializado {oferta) es dificil de evaluar ya que no existen fracciones
arancelarias especificas que los identifiquen. Sin embargo se encuentran en el
mercado los productos que se muestran en la Tabla 2.4 (Favela y Gutiérrez, 1992;
Alltech de México, 1997).
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En este estudio se probaron 3 probi6ticos comerciales, Lacto-sacc con un
contenido de 10 miliones de UFC/g de Lactobactllus y Streptococcus
microencapsulados, enzimas y cultivo de levaduras con 100 millones de UFC/g de
la cepa 1026, Yea- sacc 8417 cuyo contenido principal son 100 millones de UFC/g
de un cultivo de Saccharomyces cerevisiae, Yea-sacc 1028, con un contenido de 2.5
billones de células/g de las cepas de Saccharomyces cerevisiae 1026 y 8417
respectivamente.

Tabla 2.4. Probiéticos comerciales en México.

PRODUCTO | MICROORGANISMO DISTRIBUIDOR
Amaferm Asperjg‘!‘l_lus__ﬂzae AphEn
Yea-Sacc Saocharomyces cerevisiae Biozyme
Procreatin-7 Saocharomyces cerevisiae Safmex
Lacto-sacc Lactobactllus, Streptococcus Alltech
Yea- sacc 8417 Saocham_myces cerevisiae Alltech
Yea- sacc 1026 Saccharo_myces cerevisiae Alltech
Fastrack Cultivos mixtos Conklin

En la mayoria de los casos las caracteristicas que debe cubrir un probiético
antes de ser suministrado a la dieta animal cubren los siguientes aspectos (Hose y
Sozzi, 1991; Smith, 1991: Tapla, et al. 1988; Hoyos, 1997).

v Ser NO pat6geno para humanos y animales.

v Féacll proliferacién in vitro.

¥ Fécil proliferacién in vivo.

v Promover un mayor crecimiento en los animales que lo consumen.

v Estimular una mayor eficiencia en la utilizacién de nutrientes.

v Alta tolerancia a la bilis y acidez.

v Productores de acido lactico.

v Alta tasa de sobre vivencia después del procesamiento (recuperacién, Hofilizado).
v Ser adicionado en pequeiias cantidades aprox 2%.
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2.4. Rumiantes
2.4.1. Definicién y clasificacién

La palabra rumiantes procede de la palabra latina, ruminare, que significa
volver a masticar; asf, los rumiantes son mamiferos que rumian, con pezufias y
dedos pares. Los rumiantes se incluyen en la subclase denominada ungulados
(mamiferos con pezuiias) y en el orden Arteriodactyla (dedos pares) y ¢l sub-orden
ruminantia (Church, 1988).

Existen muchas especies diferentes con diversos tamaiios corporales, formas y
colores, que se distribuyen sobre una amplia variedad de zonas climéaticas y
agricolas. Su tamafio varia desde el ciervo-ratén Hyemoschus o tragalus, muy
pequeno, que puede pesar de 2 a 5 Kg hasta jirafas con un peso aproximado de 1.9
toneladas (Church, 1988).

Uno de los rumiantes de interés para la industria alimentaria son los que
pertenecen a la Familia: Bovidae; género Bovidae taurus o mejor conocido como
ganado doméstico, es un tipo de animal que puede consumir alimentos indigeribles
por €l hombre, como celulosa y nitrégeno no proteico, convirtiéndolos en
nutrimentos disponibles para el hombre gracias a los microorganismos que viven
simbiéticamente en el rumen herbario.

2.4.2. Anatomia del conducto gastrointestinal de los rumiantes

Las caracteristicas anatémicas y flsiolégicas que permiten la fermentacién de
los alimentos en el sistema digestivo son: capacidad de estémago o el intestino
grueso, un transito lento de los alimentos y un ambiente liquido amortiguado y
Préoximo a la neutralidad, asi como la eliminacién continua de productos solubles de
la fermentacién, Dukes y Swenson, 1970.

En este sentido la anatomia de los rumiantes se caracteriza por tener el tracto

digesttvo anterior al duodeno dividido en cuatro compartimentos: a) Rumen, b),
Omaso, c¢) Abomaso y d) Reticulo.
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El reticulo sirve como cavidad de fermentacién intermimintexmen es otra
cavidad de fermentacién en donde se produce la mayor parte de la energia para el
mantenimiento y crecimiento de microorganismos propios de este ambiente, la
mayor parte de la conversion la realizan a través de carbohidratos, grasas y
protefnas que dan origen a la produccién de metano, acidos grasos volatiles entre
otros. El omaso sirve como cavidad de absorcién de agua y nutrientes hidrosolubles,
y €l abomaso como cavidad para la digestién péptica Church, 1988.

Dentro de las funciones principales de la rumia que diferencia a los rumiantes
de otros herbfvoros se encuentran los siguientes aspectos: los materiales herbaceos
son procesados dos veces dentro de la boca y dos veces dentro de los
compartimentos del rumen antes de pasar al estbmago; cuando la comida es
primeramente ingerida, masticada, ensalivada y deglutida en esta condicién entra
en el rumen que contiene grandes cantidades de agua (10 a 15 Its), bacterias,
hongos y protozoarias que degradan la celulosa y la convierten en aztcares y acidos
organicos, Brock, et al., 1987 y Josse, 1979.

Los animales monégastricos se diferencian por tener un solo estémago que
anicamente es capaz de digerir carbohidratos en forma de aziicares simples que son
absorbidos en su torrente circulatorio, ya que en el se encuentran grandes
cantidades de glucosa pero no de 4cidos grasos de cadena corta. Sin embargo en la
sangre de los rumiantes el 90% de la energfa la obtienen de los acidos grasos ya que
son utilizados por los tejidos corporales del rumiante, ademas de que juegan un
papel decisivo para el suministro de precursores de la leche, Josse, 1979 y
Kaufmann, 1983.

De esta forma los acidos grasos producidos durante la fermentacién tienen
diferentes usos, por ejemplo el acetato provee de una fuente no especifica de
energia, y puede ser sintetizado en acidos grasos o cuerpos ceténicos. El propionato
regula la sintesis de la glucosa por el higado y proporciona cerca de la mitad de
glucosa total que entra al metabolismo, por lo tanto es una fuente especifica de
energia obtenida de carbohidratos y aminoacidos, no compartida por acetato y
butirato. El butirato no es particularmente 1itil en la nutricién ya que puede dar
origen a acetato através de canales metabélicos y participar en la sintesis de
glucosa, Josse, 1979.
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2.4.3. Acidosis en rumiantes

La acidosis es una enfermedad relacionada con la dieta de los rumiantes,
causada por un aumento sGbito en el consumo de carbohidratos de facil
fermentacién. Por otro lado existen cambios en la poblacién microbiana del rumen y
en los productos de la fermentacién mismos que se absorciben en grandes
cantidades en forma de 4cidos grasos volatiles y de 4cido lactico, con lo cual pasan
al torrente sanguineo y provocan acidosis sistémica.

La prevencién se centra en la adaptacién gradual de dietas ricas en
carbohidratos de facil fermentacién y en un manejo cuidadoso de la distribucién de
las mismas (Huntington, 1993 y Miller, 1989).

La acidosis esta definida como el estado de acidez patolégicamente elevada de
la sangre, en los rumiantes el término se amplia para incluir situaciones de acidez
en el rumen, dando origen a problemas agudos, mismos que amenazan la vida del
animal, o sub-agudo en donde se manifiesta un descenso en el consumo del pienso
y en la ganancia en peso (Huntington, 1993).

La etiologia de la acidosis tiene dos fases importantes:

1) Un aumento brusco en el consumo de carbohidratos de facil fermentacién,
seguido de una fermentacién réapida en el rumen con formacién de acidos que
alteran el perfll de la poblacién microbiana del rumen.

2) Absorcién de Acidos hacia la corriente sanguinea que determina la acidosis.

En el caso 1 generalmente se manifiesta cuando el animal consume
concentraciones elevadas de carbohidratos intracelulares, tubérculos o raices que
contienen azGcares, o cereales en grano que contienen almidén. En primera
instancia actGan las bacterias amiloliticas, las cuales producen AGV's y lactato
como productos de su fermentacién.

19




Antecedentes Bibliogrdficos

Cuando aparece lactato en rumiantes alimentados con forrajes es
predominante el L-Lactato, si hay un aumento stibito en el consumo de
carbohidratos de facil fermentacién origina una acumulacién de lactato en el
rumen, y el cocliente isomérico cambia en una relacién 50:50 de L-Lactato:D-
Lactato. Sin embargo el lactato puede ser absorbido y salir del rumen por la
ingesta, o bien por el consumo de bacterias lactoliticas como es el caso de
Megasphaera elsdenil. También pueden proliferar especies bacterianas y levaduras
productoras de etanol; provocando una intoxicacién lo que explicarfa en parte el
comportamiento de los rumiantes afectados por la acidosis.

En el caso 2 Los 4cidos producidos en el rumen son absorbidos hacia la
corriente sanguinea, donde se acumulan y constituyen la base de la acidosis
sistémica. El pH de la sangre desciende y se produce un desequilibrio de electrélitos
debido tanto a la perdida hacia la luz del intestino como a elevadas concentraciones
de 4cidos. La alta osmolaridad del quimo y la diarrea determinan que la sangre
pierda agua y el bazo libere eritrocitos en respuesta a un estres fisiolégico general
provocando hemoconcentracién. En casos graves, la acidosis interflere sobre la
funcién renal y transporte de oxigeno, produciendo la rotura de arteriolas
periféricas, particularmente en las extremidades, hecho que se manifiesta como
laminitis, infurosa, 6 acidosis lactica (Huntington, 1993 y Miller, 1989).

2.4.4. Microorganismos ruminales y su entorno ambiental

Los tipos de microorganismos que se desarrollan y se mantienen en el rumen
son aquellos que se han adaptado a las condiciones especificas del ecosistema, en
este sentido los microorganismos que predominan son principalmente los
sacarolfticos, seguido de protozoarios, hongos y bacterias celuléticas, lactoliticas,
amiloliticas, proteoliticas, metanogénicas, las que consumen lipidos, pectina, urea y
otros sustratos; como se muestra en la Tabla 2.6, (Church, 1988; Hungate, 1969 y
Tokoyama y Johnson, 1993).

Por otra parte Martin y Rusell en 1988 mencionan que una de las bacterias
que se encuentran en mayor porcentaje (80%), del total de las bacterias del rumen
son Selenomonas ruminantium y Megasphaera elsdenii. Selenomonas ruminantium
Jue aislada por Bryan en 1956, existiendo hoy diferentes variedades de este género,
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entre las que destacan las fermentadoras de lactato, variedad lactiliticas, cepas
HD4, PC18 y GA31, ademés de cepas no fermentadoras de lactato variedad bryantii
reportada por Martin y Rusell, 1988.

Por otro lado la baja concentracién de oxigeno en el rumen estimula a los
microorganismos a desarrollarse en ausencia de oxigeno, llamados anaerobios
obligados. Sin embargo pueden encontrarse, aunque en menor cantidad anaerobios
facultativos, entonces el rumen es considerado como una camara de fermentacién
en la cual la poblacién microbiana se encuentra en un medio de cultivo especifico
con las condiciones adecuadas para favorecer el crecimiento de la microflora
presente. En la Tabla 2.5. se muestran las condiciones de crecimiento de
microorganismos en el rumen.

Tabla 2.5. Condiciones ambientales del rumen
(Pérez-Gavilan, 1990 y Tokoyama y Jhonson, 1993).

Temperatura 38a42°C
H 55a7.0
Atmésfera Sistema anaerobio muy reductor,

compuesta aproximadamente por
65% de CO3, 27% de CHy, 7% de Ng,
0.6% de O2, 0.2% de Ho y 0.01% de
HsS.
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Tabla 2.6. Principales microorganismos que habitan en el rumen,
el sustrato que fermentan.

MIC

TO

Bacteroldes succinogenes

Celulosa

Succinimonas amylolytica
 Bacterioldes ruminicola

Amilosa

Treponema bryantit
Lactobacillus vitulinus
Lactobactllus ruminus

Utllizan azdcares

Methanobrevibacter
ruminantium
Methanobactertum formicicum
Methanomicrobium mobie

Productoras de metano

Butyuvtbrio fibrisolvens
Bacterotdes ruminicola
Lachnosptra multiparus
Succintvibrio dextrinosolvens
Treponema bryantii
Streptococcus bovis

Pectina

Bacteroides ruminicola
Succinivibrio dextrinosolvens
Selenomonas sp
Ruminicoccus bromii
Treponema sp

| Butyrivibrio sp

Urea

Bacteroides ruminicola

Megasphaaera elsdenii
Selenomunas ruminantium

Productoras de amoniaco

Butyrivibrio_fibrisolverns
Bacteroides ruminicola
Ruminococcus sp

Hemicelulosa

 Butyrivibrio fibrisolvens
Treponema bryantit
Anaerovibrio lipolytica
Eubacterium sp
Fusocillus sp
Micrococcus sp

Lipidos

Megasphaaera elsdentl
Selenomunas ruminantium

Utilizan Actdos

Butyrivibrio fibrisolvens
Bacteroides ruminicola
'Bacterotdes amylophilus
Streptococcus bovis

Proteinas
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

¥ Contribucién a la caracterizacién y evaluacién de productos
de FS como aditivos con actividad probiética, empleando un
bioensayo con la bacteria ruminal Megaspahera elsdenit.

3.2. Objetivos Particulares

# Obtener productos de fermentacién s6lida (FS) utilizando
cepas silvestres y cepas tipo GRAS de hongos fllamentosos y
levaduras empleando como sustrato pasta de copra.

% Evaluar mediante un bioensayo con la bacteria Megasphaera
elsdent. el efecto probiético de los productos obtenidos por FS,
comparando con probi6ticos comerciales.

¥ Contribuir a la identificacién de compuestos provenientes del
cultivo en medio s6ido como posibles candidatos de acttvidad
probi6tica, mismos que se podrian evaluar en estudios
posteriores.
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Materiales y Métodos

Materiales y Métodos
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Materiales y Métodos
4. MATERIALES Y METODOS
En esta seccién se presenta la metodologia y materiales utilizados, asf mismo

en la Figura 4.1 se muestra en forma general la estrategia experimental usada para
los diversos analisis realizados.

Reactivacién y
conservacién de cepas

FERMENTACION EN MEDIO SOLIDO

con pasta de copra
Obtencion de pasta de copra fermentada Acidos grasos volétiles
con diferentes microorganismos . Acido lictico
| . Biomasa
pH

Tratamiento de muestras

CULTIVO ANAEROBIO

¢ Extraccién con disolventes de diferente polaridad

¢ Purificacién
Eleccién del mejor producto de l

FS con actividad probié6tica

IDENTIFICACION QUIMICA
DE COMPUESTOS

FS masiva y >
Liofilizado RMN, 1H, 15C
At -

Figura 4.1. Estrategia experimental.
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4.1. Microorganismos empleados
a) Hongos y levaduras

En este estudio se probaron 4 cepas de hongos filamentosos y 2 de levaduras.
Las cepas & y b que se muestran en la Tabla 4.1 tienen certificacién de cepas tipo
GRAS, la cepa c fue aislada de pasta de copra en un estudio realizado por Flores y
Garcia en 1995, la cepa d fue aislada del queso roquefortii en un estudio realizado
por Pineda y Pérez en 1996, la cepa e fue obtenida del cepario de CBS - 2863 de la
Universidad Auténoma Metropolitana y la cepa f fue donada por el profesor Mariano
Garcia Garibay de esta misma Universidad.

Tabla 4.1. Cepas empleadas durante el proceso de FS.

CEPAS GENERO ESPECIE ORIGEN
a Aspergﬂlus oryzae CECT 2094
b Aspergﬂus onyzae CECT 2095
[ Rhizopus nigricans Pasta de copra
d Penicillium roquefortii UAM
[ Schwanmonyc&s castelli CBS 2863
f Iﬂw marxianus UAM

b) Bacteria ruminal

La evaluacién de la actividad probiética que se presenta en el Seccién 7, se
realiz6 con la cepa 390 de Megasphaera elsdenii, donada por la Coleccién Espaiola
de Cultivos Tipo (CECT), es una bacteria de origen ruminal coco Gram negativo, se
encuentra en un gran numero de animales (Stewart y Bryant, 1988). Crece en un
intervalo de temperatura de 25 a 40° C, como fuente de carbono puede utilizar
glucosa, fructosa y lactato en donde se presenta su mejor crecimiento; con glicerol,
maltosa, manitol, sorbitol y sacarosa su crecimiento es variable, y no crece con
arabinosa, celobiosa, dextrina, galactosa, inulina, manosa nt rafinosa. El pH final
del culttvo con el empleo de glucosa o fructosa es de 4 a 5 y con lactato de 7.8 a 8
(Bergey’s manual of determinative bacteriology, 1994)
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4.1.1. Conservacién y reactivacién de las cepas

Las cepas de hongos y levaduras después de haberse propagado durante 72 h
a 30° C sobre medio pasta de copra simple (PCS), se conservaron en glicerol al 50%
a 4’ C, Ver secci6n 4.2.1. Con este método de conservacién se pueden almacenar
durante 1 afio aproximadamente sin que se alteren las estructuras de reproduccién
de los microorganismos (Aquiahuatl- Ramos, 1989).

Procedimiento:

1.- Preparar tubos de ensaye con tapa de rosca conteniendo medio
PCS, esterilizar, inclinar el tubo y dejar solidificar.

2.- Inocular por picadura con cada una de las cepas e incubar durante un
periodo de 72 h a 30° C.

3.- Colonizada la superficie del medio, agregar 5 ml de una solucién de
glicerol al 50% previamente esterilizado durante 15 min / 15 Ibs 121° C.

4.- Sellar los tubos y almacenar a temperatura ambiente o de preferencia
en refrigeracién.

El cultivo de M. elsdenii, fue propagado por 48 h, se conserv6 en glicerol al
40%. Al glicerol utilizado se le acondicioné una atmésfera de CO2 y N2 durante 5
min y después se esterilizé6 15 min 15 Ibs 121° C. Posteriormente se adicioné, 1 ml
de glicerol estéril a 1 ml de cultivo propagado bajo condiciones de esterilidad y se
guardé a - 20°C.

La reacttvacién de la cepa de M. elsdenii, se realiz6 con el medio que se
describe en ]la seccién 4.2.2, realizando resiembras cada 24 h durante 72 h; para
ello se tomo6 el 10 % del volumen del cultivo previo como inéculo, es decir después
de 24, 48 y 72 h, utilizando el dltimo in6culo de 72 h para re-inocular en cultivos
posteriores.
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4.2. Medios de cuitivo

Las cepas de hongos y levaduras se cultivaron en dos medios enriquecidos:
agar papa dextrosa (PDA) y medio pasta de copra simple (PCS), se inocularon por
picadura y se incubaron durante 120 h a 30° C .

El cultivo de M. elsdenii se realiz6 en condiciones anaerobias durante 35 h a
37° C, con agitacién continua. Se tomé como referencia el medio de cultivo 19 para
Peptococcus, recomendado por la Coleccién Espaifiola de Cultivos Tipo. En este
estudio el medio de cultivo fue modificado reduciendo el 75% de su fuente de

nitrégeno y cambiando la fuente de carbono glucosa por acido lactico. Ver Tabla 4.2
y 4.3.

4.2.1. Medio de cuiltivo para hongos filamentosos y levaduras

a) Medio PDA:

Se utiliz6 agar de la marca comercial Biox6n y se prepar6 segan las
indicaciones de la misma.

b) Medio PCS:

Se prepara siguiendo la metodologfia que a continuacién se describe.

1.- Pesar 300 g de pasta de copra en un matraz erlenmeyer de 2000 ml
adicionar 1.5 litros de agua destilada para obtener un volumen final de un
ltro de infusién.

2.- Calentar 15 minutos con agitacién sin llegar a ebullicién aprox 70° C.

3.- Filtrar con gasa para separar los sélidos mas gruesos.

4.- Filtrar el contenido del matraz con papel filtro Whatman No 3.
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B.- Pesar 16 g de agar-agar.

6.- Adicionar un ltro de la infusién, mezclar y ajustar a pH = 5.4.

7.- Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 lbs/plug 2 15 min.

8.- Vertir el contenido del matraz en cajas petri y dejar solidificar.

Para inocular el sustrato pasta de copra (Seccién 4.4b), se propagé cada cepa
en 50 ml del medio PCS durante 72 h a 35° C en matraces de 250 ml, y se
resuspendieron las esporas con 50 ml de una solucién al 10% de Tween 80 estéril.
Las esporas recolectadas se contaron en cAmara de Neubauer, ver Seccién 4.8.1.

4.2.2. Medio de cultivo para microorganismos anaerobios

El medio de cultivo se prepara segiin los componentes de las Tablas 4.2 y 4.3.
Procedimiento:

1.- Ebullir durante 30 min 1.1 litros de medic de cultivo en un matraz
erlenmeyer de 2 lts.

2.- Introducir hasta e} fondo del matraz una corriente de CO3, flujo para
desplazar el Oz disuelto en la fase liquida, y se espera a que el medio vire a un color
rosa, en ese momento adicionar 0.5 g de clorhidrato de cisteina y dejar de calentar.

3.- Agitar el contenido del matraz para solubilizar el reactivo adicionado e
introducir un electrodo de pH y hacer mediciones a intervalos regulares de tiempo
hasta alcanzar un pH entre 7-7.5. NOTA: El medio de cultivo debe estar incoloro,
si persiste el color rosado calentar un poco més sin llegar a ebullici6én.
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4.- Si el pH desciende muy rdapidamente, por efecto del CO2, adicionar unas
gotas de NaOH 8N 6 incorporar una corriente de N2 para amortiguar el pH. Cuando

el pH se encuentra en el intervalo antes mencionado y el medio esta incoloro, se
retira la corriente de CO9 .

56.- Colocar 50 ml del medio de cultivo en frascos serolégicos con la ayuda de
una pipeta, la cual deberd ser llenada con una atmésfera de CO2. sellar con tapén
de hule y arillo de aluminio. En el frasco serolégico debera introducirse previamente
una corriente de CO3 y ser llenado con el medio de cultivo. El llenado en frascos

serolégicos es inicamente para preparar el pre-inéculo y realizar las cinéticas de
fermentacién.

8.- Esterilizar 15 min, 15 lbs, 121° C.

7.- Corroborar que el contenido de los frascos serolégicos estén en
condiciones de anaerobiésis (sin color), para posteriormente inocular .

8.- Inocular el contenido del frasco serolégico (50 ml) con 10 % de inéculo de
M. elsdenit; obtenido asi, el pre-inéculo, mismo que se incuba durante 24 h a 37° C.

NOTA: Algunos frascos serol6gicos fueron llenados con 100 ml de cultivo,
mismos que se utilizaron para las cinéticas de fermentacién a los que se les agrego
(2 %) de probiético, producto de FS o testigos, ademés del 10 % de un pre-inéculo
de M. elsdenit.

9.- Adicionado el inéculo y el aditivo a cada frasco serol6gico (100 ml), se
mezcla y se retiran 5 ml mismos que se introducen en tubos de ensaye con tapén de
rosca (estériles y en condiciones de anaerobiésis) y se repite el mismo procedimiento
hasta obtener los tubos necesarios para la realizacién de la cinética de
fermentacién.
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Tabla 4.2. Composicion del medio de cultivo para la propagacién de

M. elsdenil.
MEDIO BASAL MEDIO MEDIO
MODIFICADO ORIGINAL

Peptona de caseina 2.5 £ ' 10 E
Extracto de carne 0.75g 3.0g
Extracto de levadura 0.75 £ 30g
Acido lactico 10g 10 g
Tween 80 1 ml 1 ml
Clorhidrato de cisteina 05¢g 0.5g
Solucién de sales 40 ml 40 ml
Indicador de anaerobi6sis 1ml 1 ml
Resarzurina
é\gga c. b. p. 1 litro c. b. p. 1 litro

Tabla 4.3. Solucién de sales para el medio de M. eisdenil.

SOLUCION DE SALES CANTIDAD
,_hﬂé S04. 7330 02g
KoHPO4 0.2 g
_IizPO:; 1.0g
NaHCO3 10.0g
NaCl 20g
;\gua c.b.p. 1 litro
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4.3. Materias primas y sustratos utilizados
a) Pasta de copra
Se obtuvo de la Hidrogenadora Nacional S.A. de C.V de la Cd. de México.

b) Probiéticos comerciales

Se evaluaron 3 probiéticos comerciales Lacto-sacc, Yea-sacc 1026 y Yea-sacc
8417, obtenidos de la industria Alltech de México.

4.4. Condiciones de cultivo en columnas de fermentacién con aireacién
forzada y difusién simple

Los cultivos en fermentacién sélida se realizaron en columnas tipo
Raimbault, como las que se ilustran en la Figura 4.2, con la variante de poder
analizar CO9 y Og durante el tiempo de fermentacién mediante un dispositivo para
medir los gases de la fermentaci6n.

Tapa esmeriada
—_— anguera para saiida de
Papel fitro ———m- gases (Metaboiimetro)
Pasta decopra —p
Papel fitro  —p» £
Manguera c/are Burbujeador —p

C/analizador de gases S/analizador de gases

Figura 4.2. Columnas tipo Raimbault con o sin dispositivo para medir gases.
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Las columnas se colocaron sobre un burbujeador por medio del cual se hacia
pasar aire humidificado al interior de la columna, proporcionando asi, condiciones
aerobias al sistema. En la parte inferior de la columna se coloc6 una torunda de
algodén y sobre ésta un papel filtro, que impedia que el material a fermentar pasara
al orificio inferior de la columna.

NOTA: En todos los casos la pasta de copra recibié un pretratamiento que
consistié en un tamizado de partfcula en una malla con tamaiio de poro de 8 a 20,
estandarizando asf el tamaiio en un rango no mayor de 2.36 mm., y se esteriliz6 a
121° C, 15 lbs durante 30 min, asi mismo las columnas de fermentacién fueron
esterilizadas con un algodén y papel filtro en el interior de las mismas.

a) Aireacién por difusién simple

* Humedad de la pasta de copra 65%

* pH inicial 54
* Cantidad de inéculo Bocado de 1 cm 2 medio PCS/con
crecimiento miceliar de 60 h de cultivo
* Densidad de empaque 0.85g/cm3
. a, 0.992
« Temperatura de incubacién 30°C
« Tiempo de incubacién 180h
« Aireacién Difusién simple
« Tamafio de particula de la >2.36 mm
pasta de copra
+ g de material por columna 130¢g
de fermentacién
* Didmetro de la columna 3.6 cm

¢ Altura de la columna 20cm

El cultivo en esta etapa experimental, fue realizado dentro de una incubadora
marca Felisa, bajo las condiciones arriba mencionadas. En la Figura 4.3. se ilustra
el tipo de columna usada, asi como la colocacién de las mismas durante el
experimento.

34



Materiales y Métodos

Estas condiciones fueron utilizadas para evaluar el crecimineto axial de los
diferentes hongos fillamentosos en FS, sigutendo la metodologia descrita por
Raimbault y Alazard en 1980.

@~ TERMOMETRO 30° C

COLUMNAS EMPACADAS

TAPON DE ALGODON

SOPORTE DE COLUMNAS

Figura 4.3. Dispositivo empleado para la evaluacién del crecimiento axial en
columnas.

La FS con aireacién forzada se realiz6 bajo las condiciones de cultivo, que se
presentan a continuacién; utilizando el dispositivo que se {lustra en la Figura 4.4.

b) Aireacién forzada
humedad de la pasta de copra 60%, o lo indicado en el texto
* pH inicial 5-5.5
* Cantidad de inéculo 1x 10 6 - 1x 10 7 esporas/ml
* Densidad de empaque 0.7g/cm3
I 0.992 + 0.002
- Temperatura de incubacién 30°C
+ Tiempo de incubacién 40 - 80 h (depende de cada cepa)
« Aireacién 1 vkgm
« Tamaino de particula de la >2.36 mm
pasta de copra
«+ g de material por columna 130g
de fermentacién
* DidAmetro de la columna 36cm
¢ Altura de la columna 20cm
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En la Seccién 5 se realizé un estudio bajo estas condiciones de cultivo,
variando €l porcentaje de humedad a 50, 55, 60y 65 %,

Figura 4.4. Dispositivo utilizado en la fermentacién en medto sélido, conectado a
un metabolimetro en donde: (1) Regulador de temperatura, (2) Termémetro, (3)
Distribuidor de aire, (4) Columnas de fermentacién, (5) Burbujeadores, (6) Bafio de
agua, (7) Columnas con silica gel, (8) Metabolimetro.

La metodologia empleada para analizar los gases producidos durante la
fermentacién se describe en la Seccién 4.8.10.

4.5. Tratamiento de muestras de productos obtenidos por FS

Los productos de fermentacién obtenidos recibieron un pretratamiento antes
de realizar los analisis correspondientes, mismo que se detalla en la Figura 4.5.
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[ Produsto de 'S slegido ] Probiétices comersinies y
produstos de FP@
Resuspender 1 Kg en 12.5 Its de J
agua destilada y agitar 1 hora Resuspender 4g en 50 ml H20
y agitar 30 min
Filtrar en malla de
Filtrar con papel
scrigrafia de 120 puntos Whatman No 45
Filtrado 86lidos (desechar) Filtrado
Filtrar en papel Burbujear'con Co2
Whatman No 43 durante 10 min
e— Fib ln b
Ultraflltracién con membranas de trar con membrana
30,000 Daltons de 0.45 um

Adicionar 2% al cultivo de

Permeado particulas menores Megasphaera elsdenii
a 30.000 Daltons
Concentrado particulas mayores
a 30, 000 Daltons (Desechar)
Lio do

Figura 4.5. Tratamiento de muestras de Productos obtenidos por FS.

4.5.1. Preparacién de probiéticos comerciales y productos de FS para en
anilisis de actividad prebiética

Los productos obtenidos por FS, se secaron a temperatura ambiente hasta
que perdieron su humedad. Los probiéticos comerciales y productos de FS se
prepararon bajo la técnica reportada por Nisbet y Martin en 1990, descrita a
continuacion e flustrada en la Figura 4.6.
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Procedimiento:

1.- Resuspender 4 g de probi6tico 6 producto de FS en 50 ml de agua
destilada y filtrada.

2.- Agitar durante 1 h, y posteriormente filtrar en un matraz con papel
Whatman No 45.

3.- Medir el pH de cada producto filtrado.

4.- El filtrado resultante se burbujea con COg durante 10 min.

5.- El liquido burbujeado se esteriliza por filtracién utilizando una membrana
Millipore de 0.45 um, mediante el empleo de una jeringa estéril de 5 mi.

NOTA: Todo el proceso se realiza en una atmésfera anaerobia y en condiciones de
esterilidad.

6.- El fiitrado se deposita en un frasco estéril que previamente se le
acondicioné una atmésfera de CO2 .

50 mil de agua destilada
Agitacion / 1 hora,

Filtrar
papelWhatman No.45
. Frasco esvérif , :
, €O
‘ fitracién c/membrana
milipore 0.45 mm
{estéri)

Figura 4.6. Preparacién de probiéticos comerciales y productos de FS.
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Evaluados todos los productos de FS se eligi6 el que present6 mejor actividad
probiética realizando para ello una nueva FS (Ver secci6én 5.3). Asi se obtuve
aproximadamente 1 Kg del nuevo material fermentado, mismo que se seco y se trat6
de la siguiente manera:

a) Se parti6 de un lote de 1 kg. de material fermentado y seco.

b} Se adicionaron 12,5 lts de agua destilada, se agité por 1 hy se fiitr6 al
vacio en una malla de serigrafia de 120 puntos, encontrandose después del filtrado
28 g/1de sélidos solubles.

c) Posteriormente se filtr6 en papel Whatman No 43 y se obtuvieron 10 lts del
filtrado que corresponden al 80 % de particulas en suspensién, el 20% restante
fueron perdidas. i

Posteriormente los 10 Its obtenidos se filtraron con membranas de 30,000
Daltons usando la técnica de ultrafiitracién, método que permite aislar los
microorganismos de un liquido o de una suspensién, liberando Gnicamente
particulas en solucién.

4.5.2. Técnica de ultrafiitracién

Esta metodologia se utiliz6 como un paso previo al lofilizado del producto de
FS elegido. Se utilizaron membranas de 30 000 Daltos (Superficie = 60 x 600 cm 2),
18°C de temperatura y un flujo de 10 ml/min,
Procedimiento de 1a técnica:

1.- Colocar en la cAmara que contiene el equipo un maximo de 10 membranas
para ultrafiltracién de 30,000 Daltons, intercalando en cada caso un separador de

membranas.

2.- Cerrar la camara a presién y colocar las mangueras de entrada y salida del
filtrado.
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3.- Realizar una prueba de integridad con agua destilada, este paso es de
interés ya que se comprueba si el equipo esta libre de fugas, tanto en mangueras y

manémetros. Sino existen fugas continuar con el paso 4, de lo contrario iniciar
€l proceso (el equipo trabajo con un presién de 10 Ibs).

4.- Colocar la manguera en el recipiente que contiene el material a
filtrar, encender la bomba y estabilizar el flujo de salida del permeado a 10
mi/min.

5.- Se obtienen dos soluciones: Un permeado que contiene partfculas
menores a 30,000 Daltons, y un concentrado que contiene particulas mayores
a 30,000 Daltons.

6.- Apagar la bomba del equipo, desmontarlo y lavar las membranas en
una solucién de 0.05 NaOH y guardar en una solucién de NaOH a la misma
concentracién.

Con este tratamiento de los 10 Its iniciales se recuperaron 5 lts (permeado),
encontrdndose inmersos s6lidos solubles < a 30,000 Daltos. Posteriormente se
liofilizaron los 5 lts obteniendo 150 g de sélidos solubles. El liofilizado se realiz6 en
el centro de productos bi6ticos (CEPROBI) de la UNAM, en Yautepec, Morelos.

4.6. Evaluacién de la actividad probiética

Los experimentos con productos de FS y probi6ticos comerciales se evaluaron
mediante el analisis de biomasa por densidad 6ptica, acido lactico (equipo YSI
modelo 2700), &cidos grasos volatiles, propiénico, acético y butirico (cromatografia
de gases) y pH. Los experimentos se hicieron por duplicado tomando muestras a
intervalos de tlempo regulares durante 35 h de cultivo. La temperatura de
incubacién fue de 37°C (Campos y Viniegra. 1995).Ver detalle de las técnicas en la
Secci6n 4.8.2b, 4.8.6, 4.8.8, 4.8.9.

4.7. Tratamiento de muestras realizado para probar el efecto probiético

Las muestras obtenidas del cultivo con M. elsdenit se procesaron siguiendo el
esquema que se presenta en la Figura 4.7.
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Centrifugar 5000 rpm
durante 20 min.
Eéhsis de pH
] 1
Sedimento Sobrenadante
Resuspender en 5 ml de Filtrar en membrana
agua destilada y filtrada de 0.?5 pm
1
&) ul 1000 ut
Mezclar con 100 ul de
acido clorhidrico 3N
Andlisis de concentracion de ] l Analisis He consumo ! l Analisis de Acidos grasos
biomasa de acido lactico volatiles

Figura 4.7. Esquema del tratamiento de muestras provenientes del cultivo con
M. elsdenii para la evaluacién de la actividad probi6tica.
4.8, Técnicas analiticas

En esta seccién se describen a detalle las técnicas analiticas utilizadas en
este estudio.

4.8.1 Conteo de esporas. AOAC, (1987)

1.- Se parte de una suspensién de esporas contenidas en una solucién al 10 % de
tween 80.
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2.- Se coloca una gota de la suspensién en ambos extremos de la caAmara de
Neubauer y se procede al conteo de esporas.

3.- Se cuentan las esporas en 9 cuadros al azar, de 1 campo de la cAmara de
Neubauer.

4.- Si 1a muestra esta muy concentrada se recomienda hacer diluclones y se procede
al paso 3. Se recomienda que las esporas que se cuentan por cuadro no exceda de
20, ya que puede hacer un error en el conteo si se excede esta cantidad.

B.- Obtenido el conteo se saca el promedio general de las esporas contadas.
Cdiculos:

No de esporas por cuadro (promedio) x 25 (No de cuadros de la caAmara) x (10 4
volumen de a cAmara) x {dilucién) = Esporas por ml de solucién.

4.8.2. pH. AOAC, (1987)

Se determiné con el uso de un potenciémetro Conductronic pH 20. Antes de
usarse el potenciémetro se debe calibrar con soluciones standard de buffer de pH
conocidos pH 4 y 7. Los electrodos del potenciémetro se lavan con agua destilada y
se sumergen en la solucién a medir. El pH se lee en la escala del aparato. Las
instrucciones detalladas para el manejo de este equipo se presenta a continuacién.

a) Muestras sé6lidas. AOAC, 1987.

Para el caso de las muestras provenientes de la fermentacién s6lida se procede
de la siguiente manera:

1.- Se calibra el equipo con estdndares de pH conocidos (4 y 7)y se lava el
electrodo con agua destilada y se seca con papel absorbente.

2.- Resuspender 0.5 g de muestra en 5 ml de agua destilada y homogeneizar con la
ayuda de un agitador magnético durante 1 minuto.
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3.- Medir el pH directamente en la suspensi6n acuosa resultante.

4.- Lavar el electrodo con agua destilada y secar con papel absorbente y se
continda con el paso 3.

b) Muestras liguidas. AOAC, 1987.

Se realizan los mismos pasos que el inciso a, omitiendo el paso 2 para este tipo
de muestras.

4.8.3. Pérdida de materia seca (PMS). AOAC, 1987.

1.- Pesar la columna de fermentacién antes de empacar con el sustrato a
fermentar.

2.- Pesar la columna con el material a fermentar.

3.- Pesar la columna con el material fermentado al final del proceso.

Para realizar los célculos es necesario conocer también la humedad inicial y
final del producto, para conocer la materia seca al final del proceso, ver Seccién
4.8.5.

Célculos: MSI - MSF/ MSI x 100.

En donde MSI= Materia seca inicial.
MSF= Materia seca final.

4.8.4. Actividad de agua ay, AOAC, (1987)
Se realiz6 en un equipo marca AQUA-LAB modelo CX-2

1.- Calibrar €l equipo con agua destilada (depositar en una charola provista
por el equipo), hasta que en la pantalla indique una actividad de agua de 1.
2.- Colocar 1 g de muestra y extender en una charola.

3.- Introducir la charola en el orificio del equipo y cerrar el compartimento.
4.- Cuando se escuche la alarma que indica el término del proceso, €l equipo
reportaré el resultado en la pantalla.
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4.8.5. Humedad. AOAC, 1987.
1.- Pesar 1 g de material de estudio y depositario en un recipiente {vaso
de precipitado 6 charola de aluminio), que previamente se llevé a
peso constante y anotar su peso.

2.- Colocar el recipiente en estufa a 70° C, y retirar transcurrido 24 h.

3.- Colocar el reciplente en un deshumidificador y esperar hasta que la
muestra registre peso constante.

4.- Pesar el recipiente y anotar el resultado.
Céiculos: P}l -P2/P1x100
En donde: Pl= Peso del recipiente con muestra al inicio del proceso.
P2 = Peso del recipiente con muestra al final del proceso.
4.8.6. Biomasa (Densidad 6ptica)

Se cuantificé la produccién de biomasa microbiana en un espectrofotémetro
marca Shimatzu, empleando la técnica de turbidimetria a una longitud de onda de
660 nm reportada por Campos y Viniegra, 1995 y Ramirez-Islas, 1995. Se utiliz6
como testigo agua destilada y filtrada y se analizaron muestras a intervalos
regulares de tiempo.

Procedimiento:

1.- Obtenida la muestra del cultivo con M. elsdenti (5 ml), colocar en un tubo
su contenido y centrifugar a 5000 rpm durante 20 minutos.

2.- Separar el sobrenadante con la ayuda de una jeringa y guardar para
estudios de AGV's y acido lactico.
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3.- Resuspender las células en 5 ml de agua destilada y filtrada, agitar con
ayuda de un vortex.

4.- Programar el equipo y calibrar con agua destilada y filtrada para realizar
lecturas a 660 nm.

6.- Colocar la muestra en un celda (aprox 1 ml), y colocarla en el receptor de
muestras del equipo, cerrar el compartimento y registrar el resultado.

4.8.7. Biomasa (Peso seco). AOAC, (1987).

Para conocer la concentracién de biomasa de M. elsdenil se realizé una curva
patrén a partir de un cultivo de 20 h de incubacién con un volumen de 500 ml, se
tomaron muestras de 1 a 8 ml en tubos de centrifuga, que previamente se llevaron a
peso constante. Los resultados de la curva patrén de conversién de (DO) en
concentracién de biomasa para el cultivo de M. elsdenil, se presentan en la Figura
4.8.

1.2,

0.8 1
0.6 +

0.4/}
y= 2.5188x + 0.0848

0.2 2= 0.990

Densidad bptica
{Unidades de absorbancia)

o + —t = —
g 0.1 0.2 0.3 0.4
Concentraddn de biomasa (gA.)

Figura 4.8. Curva patrén de conversién de densidad
6ptica a concentracién de biomasa (en peso seco).
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Con la obtencién del peso seco de las células se construy6é una curva patrén
de peso seco de biomasa/ml contra la densidad 6ptica (D.O), en donde se observa
que, en el rango de 0.075 - 0.39 g de biomasa/L y 0.24 - 1 unidades de absorbancia,
la relacién es lineal entre ambas. También se presenta la ecuacién de regresién
lineal con su correspondiente coeficiente de correlacién el cual indica que el ajuste
realizado es conflable.

4.8.8. Acido L-Lictico

Se realizé con un equipo automatizado marca YSI, modelo 2700 que tiene la
capacidad de medir 4cido lactico y glucosa, detectando concentraciones a bajo de
0.5 g/L. El equipo posee controles de 4cido lactico y glucosa; la muestra problema
se introduce en un tubo capilar provisto por el equipo, el cual absorbe 20 ul de
muestra y reporta los resultados en un lapso no mayor a 2 min. El YS1 posee un
sensor enzimatico que detecta una o muchas reacciones cataliticas que dan como
producto final peréxido de hidrégeno (Hp03), el cual es oxidado
electroquimicamente. Dependiendo del analisis que se realize se cambia la
membrana del equipo, en este estudio la enzima L-Lactato oxidasa fue inmovilizada
en la membrana de L-Lactato del equipo YSI. Ref. Manual de operacién del equipo
YSL

La reaccitn es la siguiente:

L-Lactato + Oy p» H202 + Piruvato
L-Lactato oxidasa

Procedimiento: (Equipo enzimatico YSI).

1.- Obtenida la muestra del cultivo (5 ml), colocar en un tubo de centrifuga
su contenido y centrifugar a 5000 rpm durante 25 minutos.

2.- Separar el sobrenadante con la ayuda de una jeringa y filtrar
con membrana de 45 u (colocar 1 ml en un tubo Eppendorf).
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3.- Si se sospecha que la muestra tiene una concentracién mayor de 0.5 g/L,
se recomienda hacer una dflucién; esto con el propésito de no rebasar la
linealidad del equipo.

4.- Encender el equipo y calibrar con un estandar de glucosa 2.5 g/L
y L-Lactato 0.5 g/L. El equipo indicaré en la pantalla si esta listo para procesar.

B.- Insertar el tubo que contiene la muestra en el capilar el equipo y
esperar a que aspire 20 ul de su contenido.

6.- El equipo reporta automaticamente €l resultado.

4.8.9. Acidos grasos volitiles (AGV's). AOAC, (1987)

La cromatografia cuantitativa se basa en la separacién de los componentes
de una mezcla de sustancias a través de las diferencias de afinidad con el soporte
con ¢l que esta empacada la columna. En este estudio se midi6 la aparicién de
acido acético, propiénico y butirico, producto del consumo de acido lactico que se
uso como fuente de carbono.

Se utiliz6 un cromatografo de gases marca Varian, provisto de un analizador
automatico adaptado para 48 muestras, conectado a un integrador marca Varian.
Se utilizé6 un detector de ionizacién de flama y se utiliz6 una columna de aprox
1.6 m de largo que consiste en un tubo de acero inoxidable de 1/8 de pulgada, la
columna fue llenada con porapac, las condiciones para el anélisis fueron: 180° C
en la columna, 270° C en el inyector, 260° C en el detector auxiliar (1) y 50° C en
el detector (2).

Se utilizaron estandares de 0.5, 0.75 y 1 g/L de una mezcla de 4acido
propibnico, acético y butirico; las muestras se diluyeron a 0.5 g/L para prolongar
la vida 1itil de la columna y se lavé la columna con una solucién de acetona:acido
clorhidrico 3 N a intervalos de 4 muestras. Los tiempos de retencién tipicos de los
acidos grasos analizados y la técnica detallada se presenta a continuacién.
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Compuesto Tiempo de retencién (minutos)
Actdo acético 0.87
Acido propiénico 1.55
Acido butirico 2.36
Procedimiento:

1.- Obtenida la muestra del cultivo (5 ml), colocar en un tubo de centrifuga
su contenido y centrifugar a 5000 rpm durante 25 minutos.

2.- Separar el sobrenadante con la ayuda de una jeringa y filtrar con
membrana de 45 u colocar 1 ml del filirado en un tubo con tapén de rosca,
provisto de una membrana de hule para evitar la volatilizacién de los compuestos.

3.- Adicionar 100 ul de una solucién de HCL 3N a 1 ml del filtrado. Este
paso se realiza para acidificar la muestra y disociar sus componentes,
evitando que se retengan los compuestos en la columna.

4.- Se procede al encendido del equipo, abriendo las valvula del tanque de Ng
para estabilizar el equipo.

5.- Encender la flama del equipo, para ello se abren las valvulas de los
tanques de hidrégeno y aire, oprimir la tecla Shiff-Ignite (20 seg) y esperar a que en
la pantalla aparezca que la flama esta encendida (verificar con la tecla Status).

8.~ Dejar estabilizando el equipo por 12 h.

7.- Encender el integrador y programar atenuacion = 16, velocidad de carta
0.5, tilempo de integracién 3.5 min, Nivel 1000 + 2, observacién del ruido no
mayor a 50.

8.- Programar el equipo con la cantidad de testigos, muestras y lavados de la

columna.
8.- Iniciar ]a programacién y reportar los resultados.
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4.8.10. Andlisis de gases (Metabolimetro)

El metabolimetro o calorimetro es un sistema de medicién que tiene como
propésito medir el metabolismo basal de algin ser viviente (Durken, 1979),
midiendo fundamentalmente las concentraciones de los gases fistol6gicos (Oxigeno
y bi6éxido de carbono) durante el ciclo de respiracién; pensando que el metabolismo
basal es principalmente un proceso de combustién observable por €l consumo de
Oxigeno y produccién de biéxido de carbono (Cadena, et al. 1993).

El equipo utilizado fue desarrollado en la Universidad Autémoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa; consta de un detector infrarrojo para COz y un
detector paramagnético para O2, Es un sistema de analisis térmico y defleccién
basados en la fuerte afinidad de O por un campo magnético y un medidor de flujo
de la mezcla de gases que entra al sistema. El equipo esta provisto de una
computadora que permite realizar la calibracién automatica de los detectores, la
programacién de la frecuencia del anélists y almacenamiento de datos de forma
continua con capacidad para 11 muestras.

La calibracién se realiza cada 4 h mediante el suministro de flujo de N2, y de
una mezcla de concentraciones conocidas de CO2 y O2. El programa almacena en
forma de tablas los resultados del analisis de COg y O2 en porciento, y el flujo del
gas en ml/min (Saucedo-Castafieda, 1991 y Saucedo, et al. 1996).

El analisis se llev6é acabo en columnas de fermentacién tipo Raimbault
descritas en la Seccién 4.4b, monitoreando la produccién de CO3 y O2 durante un
periodo de 120 h.

4.9. Identificacién quimica de compuestos

La tdentificacién de los componentes de una mezcla implica. primero, la
separacién de ellos en compuestos individuales y, segundo la caracterizacién de
cada uno de estos Gltimos, es por ello que la separacién de los compuestos debe ser
tan cuantitativa como sea posible para obtener idea aproximada del porcentaje real
de cada componente.
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Es por ello que los andlisis quimicos para determinar las estructuras o
composicién de un material de estudio deben ser selectivos o tener un grado de
sensibilidad elevado para asegurar que los resultados sean confiables. Para la
identificacién de grupos funcionales de moléculas presentes en un probiético se
utilizaron las técnicas que a continuacion se describen.

Para ello se parti6 de 120 g de un producto de FS elegido (fermentado sélido
con P. roquefortii) realizando extracciones sucesivas con disolventes de diferente
polaridad, purificacién de compuestos e identificacién quimica.

4.9.1. Extraccién con disolventes de diferente polaridad

Se realizaron extracciones con Hexano, Acetato de etilo, Etanol y Agua (Ver
Tabla 4.4), el método consiste en extraer mediante un extractor de flujo continuo
los compuestos producidos durante la fermentacién s6lida sigulendo la presente
técnica.

1.- Pesar 120 g del producto a extraer, y colocarlo en un cono de papel filtro.

2.- Colocar el cono en un soxtler, embonar el soxtler en un matraz bola
de 250 ml que contiene perlas de vidrio (parte inferior), y en la parte superior del
soxtler colocar un refrigerante, sujetar estos materiales a un soporte (Ver Figura
4.9).

3.- Adicionar 200 ml de Hexano (previamente destilado), y colocar el matraz
bola en una parrilla y esperar a que el disolvente empiece a ebullir observando
reflujo en el sistema.

4.- Si el disolvente ebulle pero no refluja, colocar papel aluminio en las
paredes del soxtler para conservar la temperatura y permitir que se evapore el

disolvente y empiece a recircular.

6.- Esperar 24 h a flujo constante y cambiar de disolvente (Acetato » ETOH y
Agua), y realizar el mismo procedimiento a partir del punto 3.
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6.- Recuperar el extracto de Hexano en un matraz bola de 250 ml y
concentrar con la ayuda de un rotavapor, realizar el mismo procedimiento
para las extracclones sucesivas

7.- Colocar el concentrado en un vaso de precipitado (previamente llevado
a peso constante), y dejar evaporar el residuo de disolvente.

8.- Pesar el vaso de precipitado y por diferencia de peso obtener los
gramos de extracto recuperado con Hexano, Acetato de etilo, Etanol y

Agua.

Tabla 4.4. Caracteristicas de los disolventes utilizados.
NOMBRE CLASE ESTRUCTURA PUNTO DE
COMON EBULLICION
Hexano Alcano CHg(CH2)4CH3s 68° C
Acetato de etflo Ester CHaCOerCHzCHa 77° C
Etanol Alcohol CH3CH§)H 78° C

L.nga H20 92° C
“— Refrigerante

Muestra

COMCENTRACION
EN ROTAVAPOR

Figura 4.9. Extraccién con disolventes.
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Del producto inicial (120 g ), se recupeararon 0.32 g del extracto con hexano,
0.71 g del extracto con acetato de etilo, 7.42 g de extracto etanélico y 97.75 g de
extracto acuoso. A cada uno de los extractos se les realiz6 el analisis de actividad
probiética descrito en las Secciones 4.8.2b, 4.8.6, 4.8.8 y 4.8.9.

4.9.2. Purificacién de compuestos

Se utilizaron columnas gravitatorias compactadas en seco con gel de silice
marca Merck en dos tamafios de malla, 35-70 (0,2-0.5 mm) y 230-400 (0.040-0.063).
Se emplearon disolventes de grado industrial y se purificaron por destilacién a
través de una columna de rectificacién. La elucién de los compuestos se hizo
utilizando un gradiente de polaridades, comenzando con hexano puro y mezclas de
hexano- acetato de etilo, acetato de etilo, acetato de etilo- etanol, etanol, etanol-
agua y finalizando con agua.

Se realizaron cromatografias en capa fina sobre soporte de vidrio, empleando
gel de sflice marca Merck 60 GF 254. revelando con luz ultravioleta de onda corta y
onda larga {254 - 365 nm) y mediante el empleo de vapores de iodo.

La purificacién consiste en el aislamiento de compuestos a partir de
extracciones sucesivas con disolventes de distinta polaridad, para este fin se utiliz6
la técnica convencional de cromatografia en columna gravitatoria, cristalizacién y
cromatografia en capa fina. La confirmacién de un compuesto puro se realiza por el
andlisis de punto de fusién y se compara en tablas.

Obtenido el concentrado de interés se procede de la siguiente manera.
a) Cromatografia en columna gravitatoria

1.- En una columna cromatografica de 50 cm de largo por 4 cm de didmetro
{Ver Figura 4.10), colocar una cama de algodén de aprox 0.5 mm de espesor y
empacar con gel de sflice marca Merck de tamaio de particula entre 0.2 - 0.5 mm,
hasta una altura de 5 cm.

2.- Agregar gel de silice marca Merck de 0.040 - 0.063 mm hasta una altura de
20 cm aprox, y colocar una cama de algodén de 5 cm de espesor, colocando encima
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de esta la cabeza de la columna (Mezcla del 80 g de extracto acuoso con una
porcién de gel de sflice).

3.- Agregar 500 ml de Hexano al 100% y abrir la llave de la columna y esperar
a que fluya el disolvente.

NOTA: En este estudio se eluyé con las sigulentes mezclas de disolventes:
Hexano (100%), Hexano-Acetato (80:20), Hexano-Acetato (60:40}, Hexano-Acetato
(20:80), Acetato (100%), Acetato-Etanol (5:95), Acetato-Etanol {(95:5), Acetato-
Etanol (90:10), Acetato-Etanol (85:15), Acetato-Etanol (80:20), Etanol (100%),
Etanol-Agua (80:20), Etanol-Agua (60:40), Etanol-Agua (40:60), Etanol-Agua
{20:80), Etanol-Agua (80:20) y Agua (100%).

4.- Recibir 250 ml de cada elucién en un matraz bola de 700 ml y concentrar
en rotavapor. Este concentrado corresponde a una fraccién.

5.- Colocar el concentrado en un vaso de precipitado (previamente llevado a
peso constante), lavando 3 veces el matraz bola para recuperar los residuos de las
paredes del matraz.

6.- Dejar evaporar el residuo de disolvente contenido en el vaso de
precipitado.

La adicién del disolvente debe ser de lo menos polar a lo mas polar,
considerando que la gel de silice es polar y retiene a los compuestos con esta
afinidad, por lo tanto los compuestos polares suelen ser los primeros en obtenerse.

Posteriormente se realiza una cromatografia en capa fina para observar los

componentes presentes en cada fraccién y poder agrupar algunas fracciones que
presenten el mismo corrimiento en placa.
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Figura 4.10. Cromatografia en columna gravitatoria.

b) Cristalizacién

La cristalizacién se puede observar cuando se ha evaporado por completo el
disolvente contenido en el vaso de precipitado {(Punto 6 de la técnica anterior). La
cristalizacién no se presenta en la mayoria de los casos, pero es indicativo en
ocasiones de la presencia de un compuesto puro y significa el final de la
purificacién. Cuando no se presentan cristales, se realiza una cromatografia en
capa fina, en donde se pueden agrupar por bloques las fracciones que presenten las
mismas caracteristicas cromatograficas y se procede a una nueva purificacién en

columna gravitatoria. Obtenidos los cristales se somete la muestra a una analisis
de RMN !H y 13C.
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c) Cromatografia en capa fina

Las placas cromatogréaficas se realizan empleando gel de silice marca Merk 60
GF-254 sobre soportes de vidrio, la técnica se presenta a continuacién.

1.- Preparar una placa cromatografica con gel de silice Merk GF-254.

2.- Seca la placa cromatografica y con €l uso de capilares se toman pequefas
muestras de las fracciones obtenidas, y se colocan en la placa. Las muestras deben
eluirse con el disolvente adecuado segin la polaridad de los productos a separar.

3.- Se coloca la placa en una camara que contiene el disolvente indicado para
eluir la muestra y se deja correr hasta una tercera parte de la placa cromatografica.

4.- Se deja secar la placa y se observa en luz ultravioleta a dos longitudes de
onda 365 nm y 254 nm. En la placa se observara los componentes de cada fraccién
representado por manchas de color fluorescente bien definidas.

5.- La placa cromatografica también puede ser revelada con vapores de lodo,
en donde se observan manchas de color café.
4.9.3. Identificacién de compuestos

La elucidacién estructural de los metabolitos aislados se efectué mediante el
empleo de técnicas espectroscopicas utilizando un equipo de resonancia magnético

nuclear (1H, 13C), Gemint 200 marca Varian. Los puntos de fusién fueron leidos en
un aparato Fisher-Johns y no estan corregidos.
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Resultados y Discusion
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5.1. ADAPTACION Y CRECIMIENTO DE CEPAS HONGOS FILAMENTOSOS EN
DOS MEDIOS DE CULTIVO (PDA Y PCS)

En esta parte experimental se presentan los resultados de adaptacién de 4
cepas de hongos filamentosos al cultivarse en medio PDA y pasta de copra simple
(PCS) durante 120 h a 30° C. Se analiz6 el crecimiento radial, axial y la
cuantificacién de biomasa en ambos medios de cultivo. Asi mismo se realizé una
isoterma de adsorcién de agua de pasta de copra para conocer la humedad y
actividad de agua idénea para realizar cultivos en fermentacién sélida.

5.1. 1. Crecimiento radial en caja Petri con medios PDA y PCS

En las Figuras 5.1 y 5.2 se muestra el crecimiento radial de 4 hongos
filamentosos; cuyo objeto fue medir la capacidad de invasién miceliar en un medio
de cultivo para hongos {PDA) y en un medio de infusién pasta de copra simple
(PCS), siendo el modelo de estudio cajas Petri de 10 cm de didmetro.
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Figura B.1. Crecimiento radtal en medio PDA de (A) P. roquefortit, (®)R. nigricans,
(X) A. oryzae 2094, ( X} A. oryzae 2095 incubados a 30° C en cajas Petrl.
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En la Figura 5.1 se observa que la cepa de R. nigricans es la que tiene una
invasién miceliar més rapida, teniendo un comportamiento similar la cepa de
P. roquefortii misma que presenta su fase exponencial entre las 20 y 60 horas de
cultivo. Respecto a las cepas de A. oryzae 2094 y 2095 mostraron un perfll muy
similar durante el cultivo, siendo estas las de menor invasién miceliar.

Hay que destacar que estos resultados coinciden con los reportados por
Pineda y Pérez en 1996, en donde observan que la cepa de R. nigricans y P. roquefortii
son las que invade en menor tiempo el sustrato, asf mismo Flores y Garcia en 1995
reportan que las cepas que tienen mejor velocidad de crecimiento radial son
Rhizopus con 3.11 cm/dia, Asperygillus 1.93 cm/dfa y Penictllum 0.14 cm/dfa.
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Figura 5.2. Crecimiento radial en medio PCS de( &) P. roquefortii, (#)R. nigricans,
(X) A. oryzae 2094, ( X) A. oryzae 2095 incubadas a 30° C en cajas Petri.
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En la Figura 5.2. se muestra el crecimiento radial en PCS en donde se observa
que todas las cepas tienen un perfil de crecimiento miceliar similar al de la Figura
5.1. Sin embargo hay que destacar que en todos los casos la invasién en caja Petri
se manifiesta en un periodo de cultivo més corto (50-70 h), lo que indica que el
medio PCS tiene probablemente més nutrientes disponibles, propios de los s6lidos
solubles de la pasta de copra.

El crecimiento radial expresado anteriormente es un método basico para
estudiar la fisiologia de los microorganismos. El diametro de las colonias y la
velocidad de crecimiento radial (VCR) son parametros empleados en diversos
estudtos microbiolégicos como los reportados por Trinci en 1969, en donde
menciona que la velocidad de crectmiento hifal en hongos tiene un comportamiento
lineal y que puede ser expresado en término de velocidad empleando para ello las
pendientes propias de cada cepa, obteniendo asf las velocidades reales de invasién
miceliar en cultivos de hongos filamentosos. En la Seccién 5.3 se presenta la
comparacién de las velocidades de crecimiento radial de cada cepa evaluada en
medio PDA y PCS.

5.1.2. Crecimiento axial en columnas de FS empleando difusién simple

La capacidad de invasién observada al realizar el analisis de crecimiento axial
y crecimiento radial coinciden en ambos casos, sin embargo hay que resaltar que en
el cultivo axial se esperaba una invasién total en las columnas, sin embargo no se
present6 asi debido posiblemente a que este tipo de andlisis se realiz6 por difusién
simple (sin aireacién constante a 30° C), existiendo la posibilidad de que la
humedad inicial (55%) del cultivo de la pasta de copra, se fuera perdiendo con el
transcurso del tiempo, ello impidié posiblemente, que los microorganismos
perdieran la capacidad de invasién, ya que es sabido que necesitan un minimo de
humedad y actividad de agua para realizar sus actividades metabélicas. Con ello se
puede justificar que el crecimiento axial en columna no resulté el esperado
(invasién completa).
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Figura 5.3. Crecimiento axial en columnas de fermentacién, aireadas por difusién
simple. En donde: (A) P. roquefortit, (®) R. nigricans, ( X) A. oryzae 2094,
( X) A. oryzae 2095.

En la Figura 5.3 se expresan los resultados de crecimiento axial en columna
de FS con pasta de copra por difusién simple, observado que la cepa de R. nigricans
invade completamente la columna al final del cultivo. Las cepas restantes presentan
una invasién mas lenta en una cuarta parte de la columna y no presentan invasién
aparente desde las 60 h.

Con este estudio se pretendia conocer la adaptacién de microorganismos al
sustrato (pasta de copra), sin embargo los resultados hacen suponer que es
necesario que los microorganismos se encuentre en un ambiente idéneo para
realizar su funciones metabélicas y que la imitante en este tipo de procesos es
entre otros, es la falta de una aireacién constante durante el cultivo.
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5.1.3. Comparaciin de 1a velocidad de crecimiento axial y radial

En esta seccién se presenta la comparacién entre las velocidades de
crecimiento axial y radial de las 4 cepas probadas, tomando Gnicamente los valores
de la pendiente en cada caso.

En la Figura 5.4 se muestra la velocidad de invasi6n radial en dos medios de
cultivo PDA y PCS, mismas que se calcularon con el valor de la pendiente en la
parte lineal de crecimiento; observando que las cepas que tienen mayor velocidad de
crecimiento en caja petri son las mismas que invaden con mayor rapidez el sustrato
(Figura 5.5).

Velocidad de crecimiento radial (mm/h)

Figura 5.4. Velocidad de crecimiento radial en un cultivo de 120 h a 30° C de las
cepas (A) R. nigricans, (B) P. roquefortil, (C) A. oryzae 2094 y (D) A. oryzae 2095. En
donde: Il medio PDA y ] medio PCS
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Velocidad de crecimiento axial (mm/h)

Figura 5.5. Velocidad de crecimiento axial en un cultivo de 180 h a 30° C en pasta
de copra en donde: (A) R. nigricans, (B) P. roquefortil, (C) A. oryzae 2094 y
(D) A. oryzae 2095.

Con el andlisis de velocidad de crecimiento axial y radial expresado con
valores de la pendiente es posible seleccionar las cepas de hongos fillamentosos a
utilizar en cultivos en medio s6lido, asi mismo es indicativo del comportamiento y
adaptacién de las cepas a un sustrato determinado, por ejemplo la velocidad de
crecimiento radial en medio PDA y PCS, en donde se observa que hay diferencias al
utilizar diferentes medios de cultivo, en donde el indicativo principal es la densidad
de la colonia e invasién miceliar. Segan Trinci en 1969 menciona que existe una
variacién de la densidad de la colonia dependiendo del héabitat en donde se
encuentre el hongo filamentoso, existiendo mayor extensién y diametro de la
colonia en sustratos con mejores nutrientes de donde adquieren la fuente de energia
necesaria para realizar sus funciones metab6licas. Asi mismo menciona que las
colonias de hongos nunca tiene una densidad mayor que las bacterias o levaduras y
la causa principal es probablemente porque en la fase hifal existe una limitacién de

oxigeno.
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5.1.4. Produccién de biomasa en caja petri

En la Figura 5.6 se expresa la produccién de biomasa al final del cultivo en
dos medios de cultivo, en donde se observa que existen diferencias marcadas al
utilizar uno u otro medio, indicando que existe mejor adaptactén de los
microorganismos en medio PCS. También se puede apreciar que la produccién de
biomasa es de 2 a 3 veces mayor en el medio PCS que en el medio PDA. Sin embargo
al relacionar densidad de biomasa con la velocidad de crecimiento radial no existe
ninguna correlacién, caso especifico el de la cepa de R. nigricans, asi mismo las 3
cepas restantes mostraron una velocidad de crecimiento méas lenta pero su
produccién de bjomasa fue mayor.
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Figura 5.6. Cuantificacién de biomasa en dos medios de cultivo ((J) PDA y () PCS
después de 120 h de cultivo en donde: A) R. nigricans, B} P. roquefortii, C) A. oryzae
2094, C) A. oryzae 2095.

El anélisis de produccién de biomasa es importante ya que muestra en primer
lugar la adaptacién de microorganismos a diferentes tipos de sustratos y en segundo
la capacidad de reproduccién de los mismos.

En procesos de FS se requiere que el microorganismo a utilizar tenga una
alta produccién de biomasa, con ello se garantiza que al mezclar el sustrato con el
in6culo Aanicamente se encuentre presente el microorganismo de estudio.
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5.1.5. Isoterma de adsorcion de agua

La capacidad de adsorcién de agua de un sustrato es indicativo de la
capacidad de retener agua suficiente para que un microorganismo pueda realizar su
funciones metabdlicas en sistemas de baja actividad de agua. Esto es importante,
puesto que el crecimiento, esporulacién, produccién de enzimas y metabolitos estan
directamente influenciados por la ayw (Gervais, et al. 1988).
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Figura 5.7. Isoterma de adsorcién de agua.

En la Figura 5.7 se presenta la relacién de humedad - actividad de agua en el
sustrato pasta de copra, encontrando que el punto de saturacién se presenta a 78%
de humedad, registrando una actividad de agua de 0.995.

Con la isoterma se determiné la susceptibilidad del sustrato para ser utilizado
en la fermentacién sélida y con los resultados obtenidos se presume que la pasta de
copra es un sustrato potencialmente atractivo para el desarrollo de hongos
filamentosos; en base a este resultado se eligié la humedad de 60 % y aw 0.991 para

los procesos de fermentacién sélida.
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5.1.6. Conclusiones y discusién

* Las cepas probadas mostraron una mejor adaptacién en el medio PCS que
en PDA, esto puede deberse a que este tipo de sustratos tenga mejores nutrientes de
los cuales el microorganismo adquieren la fuente de energia para realizar sus
funciones metabdlicas, Trinci, 1969.

* Al relacionar la velocidad de crecimiento radial y axial se observd que las
cepas que tienen mayor velocidad de crecimiento en caja petri son las mismas que
invaden el sustrato pasta de copra.

* Las cepas que mostraron mejor adaptacion en el sustrato fueron las de
R. nigricans y P. roquefortil, resultados que coincide con los reportes de Pineda y
Pérez en 1996 y Flores y Garcia, en 1995.

* La densidad de crecimiento de las cepas probadas no esta directamente
relacionada con la velocidad de invasién miceliar en el sustrato pasta de copra. Los
resultados obtenidos concuerdan con la teoria de Trinci, 1969 ya que el cultivo con
PCS se observé mejor densidad de biomasa que en el medio PDA y en el caso de la
cepa de P. roquefortil se observé un incremento de biomasa 3 veces mayor en PCS que
en PDA. Segun Trinci en menciona que existe una variacién de la densidad de la
colonia dependiendo del hébitat en donde se encuentre el hongo filamentoso,
existiendo mayor extensién y diametro de la colonia en sustratos con mejores
nutrientes.

* La isoterma de adsorcién de agua de la pasta de copra determina la regién de
experimentacién (% humedad - aw). adecuada para este sustrato, encontrando que
para valores cercanos a 60 % la aw es relativamente alta (0.991).
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5.2. FERMENTACION SOLIDA

En esta seccién se presentan 2 grupos de resultados realizados en procesos de
FS. En el primer grupo de resultados se presenta el analisis de pH y pérdida de
materia seca evaluados al realizar un anéalisis con diferentes porcentajes de
humedad - aw, y elegir la mejor relacién humedad - aw para el proceso de FS; para
ello se utiliz6 como sistema modelo pasta de copra inoculada con una cepa de A.
oryzae 2094 en un cultivo de 64 h a 30°C, Seccién 5.2.1.

El segundo grupo de analisis se realiz6 con el fin de observar el
comportamiento del culttvo en FS con 6 cepas diferentes, evaluando en la pérdida
de materia seca (PMS), pH, aw y anéalisis de gases de 4 cepas de hongos filamentosos
¥ 2 cepas de levaduras con certificacién GRAS (Generally recocognized as safe).

5.2.1. Resultados de la FS a diferentes porcentajes de humedad

Los resultados que se presentan a continuacién se obtuvieron al evaluar el
proceso de FS a diferentes porcentajes de humedad inicial (43, 49, 55, 60 y 66 %).
En la Tabla 5.1 se indican los parametros evaluados, asf como los valores iniciales y
finales obtenidos del proceso. Asf mismo se puede observar que al variar las
humedades al iniclo del proceso la actividad metabélica cambia, esto se ve reflejado
en los anélisis de PMS; ademas se encontré que en el intervalo de 43 a 66 % se
observa la mejor actividad microbiana y por consiguiente mayor aflnidad para
degradar el sustrato observando que la mayor pérdida de materia seca se obtiene a
55 % de humedad inicial.

En los valores de humedad de la Tabla 5.1 se observa un aumento de
humedades al final del proceso; con humedades de 60 y 66 % inicial no se favorecen
las condiciones de cultivo y como consecuencia disminuye la actividad microbiana,
también se aprecia que en todos los casos los valores de pH incrementan en
aproximadamente 2 unidades por la acttvidad microbiana del hongo.
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Tabla 5.1. Valores iniciales y finales de los parametros evaluados a diferentes
porcentajes de humedad en un proceso de FS con la cepa de A. oryzae 2094.

% Humedad Sy pH % Pérdida de materia
Inicial Final § Inicial Final }i Inicial Final seca

43 52 0.954 0.962 | 5.56 7.59 15

49 63 0.982 0.981 | 5.56 7.02 26

55 70 0.989 0.983 | 5.71 7.78 32

60 68 0.987 0.983 | 5.69 7.69 18

66 70 0.994 0.982 | 5.54 7.78 10

El anélisis de pérdida de materia seca es asociado a la oxidacién de la materia
organica en biéxido de carbono que se pierde en la fase gaseosa. En este estudio la
humedad a 55 % inicial resulté ser la mejor opcién para el proceso de FS, ya que se
observé una pérdida de materia organica de 32 %, seguido del analisis con una
humedad inicial de 49% obteniendo una pérdida del 26%. Con estos resultados
podemos decir que la PMS es consecuencia de la actividad metabélica del
microorganismo mismo que se manifesté bajo condiciones controladas de cultivo
que se mostré en la Seccién 4.4 inciso a.

5.2.2. Resultados de la FS con cepas de hongos filamentosos y levaduras

Con los resultados obtenidos de la Seccién 5.2.1 se realizaron 6 FS, 4 de ellas
con hongos filamentosos y 2 con las levaduras K. marxianus y S. castelli. El cultivo
partié de una humedad inicial de 55%, temperatura de 30° C y condiciones de
cultivo reportadas en el inciso b de la Seccién 4.4. El estudio fue monitoreado
realizando analisis de gases, pH, pérdida de materia seca y acttvidad de agua. El
tiempo de cultivo fue diferente para cada cepa encontrandose en un rango de 40 a
70 h, dependiendo la actividad metabélica de cada microorganismo, observado con
el andlisis de respirometria.
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5.2.2.1. Andlisis de gases

Para la evaluacién de la formacién de CO, y consumo de 0,, se consider6

que la concentracién de estos compuestos en el aire es de 0.03% y 20.9%
respectivamente.

En la Figura 6.1 se muestra un ejemplo tipico de respirometria de la cepa de
A. oryzae 2095 durante la FS. En el grafico (A ), se muestra la evolucién de CO, en
porciento a la salida de la columna de fermentacién, mismo que fue registrado a la
entrada del respir6metro (metabolimetro). El grafico (C) muestra la produccién total
de CO, producido durante el culttvo expresado en mg de CO,/g de materia seca
inicial, este calculo se obtiene tomando en cuenta el flujo de aire de entrada al
respirémetro, representado en la Figura (D), de esta forma tenemos la produccién
total de CO,, que se puede comprobar con los resultados de pérdida de materia
seca. El grafico (B) muestra la tasa instantdnea de produccién de CO2, reportada en
mg de CO, / h g materia seca inicial que se obtiene empleando los datos del flujo de
aire de entrada durante el proceso de FS.

5.2.2.2. Produccién instanténea de CO2 con las cepas de estudio

La Figura 5.8 {lustra la tasa de produccién instantdnea de CO;3, en donde se
observa que la fase exponencial es diferente en cada tipo de microorganismo y nos
da idea del estado fisiolégico (fase de retardo, exponencial y estacionaria) del
microorganismo de estudio en tiempo real sin interrumpir ¢l cultivo ni toma de
muestras destructivas, Saucedo- Castafieda, 1991.
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Figura 5.8. Graficos representativos del analisis de gases en FS.
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mg COa /h g MSI
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Figura 5.9. Produccién instantdnea de COz con diferentes microorganismos. En

En donde: B A. oryzae 2094, 8 A. oryzae 2095, H R. nigricans,
@ P. roquefortil, ® S. castelll, B K. marxianus.

En el grafico de la Figura 5.9 se aprecta que la cepa de P. roquefortif alcanza la
mayor produccién (25 mg de CO2/ h g MSI), en un tiempo de cultivo de 43 h,
seguido por las cepas de A. oryzae 2094 ( 18 mg CO2 a 24 hy 21 mg CO3 a 38 h),
A. oryzae 2095 (18 mg CO3 a 38 h) y R. nigricans (20 mg CO3 a 24h).

También se puede apreciar que el cultivo con la cepa de A. oryzae 2094
presenté dos picos de produccién de CO3, este comportamiento del cultivo fue
similar al reportado por Pineda y Pérez en 1996, en donde obtienen el primer pico de
producci6n las 24 h con 7 mg de COg y el segundo pico a las 30 h con 11.5 mg de
CO2, Sin embargo se desconoce porque se presenta este tipo de comportamiento.

En primera instancia podria parecer presencia de algiin agente extrafo al
cultivo, pero los reportes indican que posiblemente exista la presencia de algin tipo

de mecanismo que actie a destiempo durante el cultivo y con ello se inicie
nuevamente la produccién de CO4.
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Hay que destacar que estos resultados coinciden con la pérdida de materia
seca evaluada al final del cultivo, (Tabla 5.2) por lo que hay que considerar que €l
analisis de gases es un buen método para relacionar la produccién de COy y
pérdida de materia seca. En todos los casos se observa que la fase de retardo es de
aproximadamente 8 h y que pueden ser atribuidos al tiempo de germinacién de
esporas en las condiciones de estudio.

mg COg /g MSI

0 } J
0 20 40 60 70

Tiempo (h)

Figura 5.10. Producci6n total de CO2 de las cepas probadas en el proceso de FS.

En (donde: M A. oryzae 2094, 8 A. oryzae 2095, B R. nigricans,
B P. roquefortti, m S. castelli, # K. marxianus.

En la Figura 5.10 se observa que la cepa de P. roquefortil, A. oryzea 2094 y
2095, son las que tienen la mayor produccién total de CO2, produciendo 500, 550,
450 mg CO2/g MSI respectivamente. Los resultados obtenidos de las cepas de
S. castelll y K. marxianus son comparables con los estudios realizados por Pineda y
Pérez en 1996, en donde obtienen un total 140 y 160 mg CO2/g MSI, en este
estudio se obtuvieron 150 y 140 mg CO2 respectivamente.
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En la Tabla 5.2 se puede comparar los resultados de las fermentaciones con
distintas cepas, en donde se aprecia que la mayor pérdida de materia seca se
presenta en los hongos fllamentosos, asi como la tasa maximas de produccién de
COg, esto sugiere que estos microorganismos tienen mecanismos especificos que
permiten la invasién al sustrato, caso contrario al de las cepas de levaduras que
presenta una invasién mas lenta, y esto puede deberse a que los hongos
filamentosos tienen hifas que le permiten invadir con mayor rapidez el sustrato,
dato que se confirma con los resultados obtenidos en la seccién anterior de los
analisis de velocidad de crecimiento radial.

En el caso del anélisis de pH se observé que en todos los casos aumento6 en
dos unidades, la actividad de agua present6 una variacién entre el inicio y final del
cultivo de + 0.2 en todos los casos.

Tabla 5.2 Comparacién de parametros finales de las FS con distinta cepa

Mixima tasa | Produccién Porciento
Microorganismo de CO2 Total de CO3| pérdida de pH aw
(mg CO;/h g MBI}} (mg CO2/¢ materia
MSD) sccs
| P. roquefortii 25 500 28.0 7.7 0.995
A. oryzae 2094 21 550 29.3 7.2 0.987
A. oryzae 2095 18 420 27.5 7.5 0.979
_&_nyrlcans 20 350 40.1 6.9 0.988
K. marxianus 7 140 4.9 6.7 0.991
S. castelll 10 150 11.2 7.2 0.991
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5.2.3. Conclusiones y discusion

* Humedades iniciales mayores a 60 % no favorecen las condiciones de
cultivo, ya que posiblemente el sistema se limita en Og por problemas de
transferencia de masa.

* En el primer grupo de resultados las humedades iniciales de 49 y 55 %
fueron las que presentaron mejor actividad metabélica, resultado que se relaciona
con la PMS 26 y 32 % respectivamente, de esta forma fue posible establecer las
condiciones idéneas de cultivo en FS para hongos fillamentosos y levaduras. Con
estos resultados se decidié utilizar una humedad inicial de 55 % con una ayw de
0.989.

* Con respecto al segundo grupo de andlisis fue posible obtener el material
disponible de la fermentacién con cada cepa para los andlisis de actividad probi6tica
que se presenta en la Seccién 5.3.

* El analisis de gases fue indicativo de la actividad microbiana de cada una de
las cepas, asi como del tiempo en que se presentan las diferentes fases de
crecimiento y tiempo de fermentacién.

» Las cepas que presentaron mayor actividad microbiana en la FS de la pasta
de copra fueron en general las cepas de hongos filamentosos no asi las cepas de
levaduras.

* La mayor pérdida de materia seca se presenté con la cepa de R. nigricans
con un 40.1%, la cepa de A. oryzae 2094, P. roquefortii y A. oryzae 2095 presentaron
una pérdida de 29.3, 28 y 27.5 % respectivamente.
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5.3. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE PRODUCTOS
OBTENIDOS DE FS CON PRODUCTOS COMERCIALES

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos al evaluar 6 productos
obtenidos por FS descritos en secciones anteriores, mismos que fueron evaluados
con 3 probiéticos comerciales Lacto-sacc, Yea-sacc 8417 y Yea-sacc 1026. El estudio
se realiz6 mediante el empleo de cultivos anaerobios, utilizando la bacteria de
origen ruminal M. elsdenii. Los testigos de fueron agua destilada y filtrada, asi como
pasta de copra sin fermentar. Se realizaron ademas analisis de pH, Acidos grasos
volatiles (propiénico, acético y butirico), consumo de acido lactico y produccién de
biomasa por duplicado; el tiempo de cultivo fue de 33 h a 37°C. En cada caso se
adicioné en una relacién (v/v) el 2% del control, probiético comercial 6 producto de
FS.

5.3.1. Evolucién del pH

Figura 5.11. Evolucién del pH durante el cultivo de M. elsdenii con diferentes
probiéticos, productos de FS o testigos. En donde: (A) P. roquefortil, (®) R.
nigricans, { X) A oryzae 2094, ( X) A. oryzae 2095, (o) Lacto-sace, (O) K marxtanus,
(®) S castelli {w) Agua, (©O) Yea-sacc 1026 (A) Yea-sacc 8417 ( =) Pasta de copra
sin fermentar.
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En la Figura 5.11 se puede apreciar que tanto los productos de FS, probi6ticos
comerciales y testigos tienen una tendencia a estabilizarse en un rango de pH entre
6.5 - 8, a excepcién del producto fermentado con la cepa de K. marxianus, que
permanece a un pH acido. En este estudio se observé que pH's iniciales menores a 5
no hay actividad biolégica, ya que el intervalo 6ptimo de crecimiento para esta
bacteria es de 6.5 - 7. Por ello es conveniente que los valores de pH al inicio de la
fermentacién se encuentre en el rango antes mencionado ya que esta directamente
relacionado con la produccién de biomasa. En algunas investigaciones se ha
demostrado que la incorporacién de cultivos de hongos han contrarrestado en
algunos casos la caida del pH después de la ingesta {Fuller, R. 1989). En este
estudio se esperaba que al adicionar el 2% de un aditivo el pH permaneciera
constante ¢ tendiera a estabilizarse a pH 6 6 7, sin embargo se puede apreciar que
existen variaciones importantes con la adicién de diferentes aditivos, ya sea
probiéticos, productos de FS o testigos.

5.3.2. Producci6n de biomasa

En la Figura 5.12 se presentan la evolucién de la produccién de biomasa al
adicionar al cultivo 2% de probi6ticos comerciales 6 testigos (agua y pasta de copra
sin fermentar). En este estudio se observé que al adicionar probiéticos comerciales
la biomasa incrementa a valores de 0.55 g/L y permanece estable después de 15
horas de cultivo. Por otro lado cuando al cultivo se le adiciona solo agua la biomasa
llega a un maximo de 0.5 g/L entre las 10 y 15 horas de cultivo y posteriormente
disminuye su produccién. Un dato importante en este anélisis es que la pasta de
copra sin fermentar no presenta efecto sobre el crecimiento de M. elsdenit ya que el
maximo valor se presenta a las 30 h con 0.23 g/L. Por otro lado si este resultado
se compara con la cinética que se presenta en la Figura 5.13 se aprecia que la pasta
de copra al ser fermentada con diferente cepa, existe un incremento notable con
valores de biomasa que van de 0.4 a 0.6 g/L. Esto es importante ya que indica que
la pasta de copra sin fermentar no favorece en gran medida el crecimiento de
M. elsdenii; pero si la pasta de copra, es sometida a un proceso fermentativo es
posible obtener algunos compuestos que favorecen en gran medida el crecimiento y
la estabilizacion de la biomasa de M. elsdenti en el cultivo.
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Figura 5.12. Produccién de biomasa con probi6ticos comerciales y testigos. En
donde: (=) Pasta de copra sin fermentar, (o) Lacto-sacc, (m») Agua, (9) Yea-sacc
1026, (A) Yea-sacc 8417.

En la Figura 5.13 se muestran la evolucién de biomasa al adicionar al cultivo
de M. elsdenii productos de FS; donde se aprecia que el perfll de produccién de
biomasa es muy similar cuando se adicionan probiéticos comerciales (Figura 5.12).
Esto significa que durante la fermentacién de la pasta de copra con diferentes
microorganismos se sintetizaron posiblemente algunos biomoléculas o compuestos
que son potencialmente activos y que son utilizados por la bacterla ruminal
M. elsdenti para su crectmiento; con lo cual estabiliza su biomasa microbiana
durante la mayor parte del cultivo.
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Concenfracion de biomasa (g/h
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Figura 5.13. Produccién de biomasa con productos de FS. En donde:
{®) S. castellt, (X) A. oryzae 2095, (4) P. roguefortii, .{ X) A. oryzae 2094, (D)K.
marxianus,(®)R. nigricans.

St se compara en términos de biomasa méaxima alcanzada y estabilidad del
cultivo se encontr6 que hay 2 de los productos de FS (P. roquefortii y A. oryzae 2095
que son comparables con el efecto obtenido con ¢l probi6tico comercial Lacto-sacc).

Por otro lado, el efecto del uso producto de la FS, S. castelli fue comparable
con el probi6tico comercial Yea - sacc 8417. Esto nos permite suponer que los
productos de FS pueden ser potencialmente atractivos para ser utilizados como
aditivos en la alimentacién animal, ya que de igual forma como los productos
comerciales aportan un efecto benéfico en el cultivo, ver Figura 5.14.
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Figura 5.14. Comparacién de la produccién de biomasa de 3 productos de FS con 2
probié6ticos comerciales. En donde: (o) Lacto-sacc, (A) Yea-sace 8417, (=) Agua,

(&) P. roquefortil, (X) A. oryzae 2095, (@) S. castelli.

En diversos estudios se ha mencionado que extractos fermentados de A.
oryzae (Amaferm), extractos de S. cerevisiae han tenido efecto sobre el numero de
bacterias ruminales (estudios (n vivo), existiendo efecto sobre microorganismos
aislados del rumen (S. ruminantium y M. elsdenii), Nisbet y Martin, 1990 y 1991,
Wiedmeier y Arambel, 1987 y Chiquette, 1995.

En la mayoria de los casos el control utilizado es agua, y al realizar la
cinética de crecimiento microbiano se observan diferencias significativas en cuanto
a su produccién, Ejemplo de ello en los estudios de Campos, et al. 1995 en donde
prueba probi6ticos a base de extractos de A. oryzae, A. niger y S. cerevistae
observando diferencias significativas (p< 0.05) de efecto probiético en produccion de
biomasa, proteina y acido acético, al incorporar estos aditivos.

78




Resultados y Discusi6n

A diferencia de otros estudios en este se probé el efecto probiético de la pasta
de copra fermentada con diferentes microorganismos, teniendo como teoria que al
fermentarse el sustrato pasta de copra se liberan metabolitos que tienen un efecto
sobre el microorganismo que lo consume. Por lo tanto en este estudio se observé
que los productos de FS (adicionando tnicamente la fraccién soluble), estimulan el
crecimiento de M. elsdentl.

5.3.3. Consumo de acido lictico

Las Figuras 5.15, 5.16 y 5.17 muestran el perfil de consumo del acido lactico
durante el cultivo con M. elsdenii, en donde se observa que el comportamiento es
muy simtlar no existiendo diferenctas aparentes en el promedio global de los
anélisis. Si se observa a detalle cada una de las figuras se puede apreciar la
velocidad de consumo en cada caso. Por ejemplo en la Figura 5.16 se presenta el
consumo de Acido lactico de los productos de FS en donde se observa un
comportamiento similar de asimilacién de 4cido L-L4ctico hacia las 18 h de cultivo
con excepcién del extracto fermentado de K. marxianus, el cual no alcanza a
consumirse totalmente después de 33 h de cultivo, dejando un remanente de
aproximadamente 2 g de 4cido L-Lactico.

En la Figura 5.15 se presenta €l consumo de acido lactico al adicionar al
cultivo probiéticos comerciales 6 testigos, y se observa que con el uso de probiéticos
comerciales el consumo total se presenta hacia las 22 h de cultivo, por otro lado la
adicién de pasta de copra sin fermentar no se consume totalmente al término del
cultivo.
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L-Lactato (g/l)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)
Figura 5.15. Consumo de 4cido lactico al adicionar al cultivo de M. elsdentl
probiéticos comerciales o testigos. En donde: (=) Pasta de copra. (o) Lactosace,
{©) Yea -sacc 1026 (®) Agua, (A) Yea-sacc 8417.
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o

L-Lactato (g/1)
o

o

o
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0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)
Figura 5.16. Consumo de acido lactico al adicionar al cultivo de M. elsdenil
productos de FS. En donde: (o) S. castelli, (X) A. oryzae 2095, (A) P. roquefortit,
{ X A. oryzae 2094, (D) K. marxianus, (@) R. nigricans.
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En la Figura 5.17 se agruparon tnicamente aquellos probiéticos comerciales
con mejor actividad probiética, con los mejores productos de FS similares en
crecimiento microbiano, logrando observar que no hay diferencias apreciables al
utilizar el sustrato acido lactico ya que todos los cultivos 1o consumen en un
intervalo de 15 a 24 h.

5.0
4.0
3.0

20

L-lactato {(g/l)

1.0

0.0

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (h)

Figura 5.17. Comparacién del consumo de Aacido lactico al adicionar 3
productos de FS y 2 probi6ticos comerciales. En donde: (o) Lactosacc,
{a) Yea-sacc 8417, (A) P. roquefortii, (X) A, oryzae 2095, (m) Agua, (e) S. castelli.

El objetivo de este analisis era conocer la capacidad de consumo de la fuente
de carbono (4cido lactico), con la presencia de diferentes aditivos; observando que
no existe diferencia aparente entre elios. Sin embargo al realizar los analisis de
formacién de producto de fermentacién(acidos grasos volatiles), se observaron
diferencias en todos los casos, resultados que se presentan en la Tabla 5.3.
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5.3.4. Produccién de dcidos grasos volitiles

El analisis de acidos grasos volatiles es importante ya que a partir de ellos el
rumiante obtiene la mayoria de la energia requerida para su metabolismo. la
produccién de acético puede constituir las reservas de lipidos a través de la
lipogénesis, produciendo algunos triglicéridos componentes de la leche, mientras
que el butirato se canalizaria para la produccién de tejido adiposo con lipidos de
mayor peso molecular. La fermentacién propiénica es constderada glucogénica y por
tanto es posible utilizarlo como fuente de energia en la biosintesis de
macromoléculas como las proteinas.

En este estudio se puede observar que en promedio existe mayor formacién de
acidos gi'asos volatiles en productos de FS que en probidticos comerciales,
destacando que en orden de produccién se encuentra el acético seguido del
propiénico y butfrico.

En la Tabla 5.3 se presenta el por ciento de produccién de AGV's (propiénico,
acético y butirico), de cada uno de los cultivos al adictonar al cultivo de M. elsdenit
2% de probibticos comerciales, productos de FS o testigos.

En cuanto a la formacién de acidos grasos, se observé en todos los casos que
hay mayor formacién de acido acético, seguido por acido propiénico y en menor
cantidad 4cido butirico. Estos resultados son comparables con los realizados por
Campos, et al. 1995, en donde obtienen diferencias significativas (p< 0.05) con la
adicién de probiéticos a base de microorganismos (hongos 6 levaduras), obteniendo
en todos los casos mayor produccién de Acido acético.

Lo importante de esta tabla es la comparacién de formacién de producto al
adicionar diferente tipo de aditivo; por ejemplo si se compara la produccién de acido
acético se observa que la mayor produccién se alcanza con la adicién de cultivos
provenientes de FS, alcanzando en promedio un 60% de produccién de acido
acético.
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Tabila 5.3. Porcentaje de 4cidos grasos producidos al final del cultivo de 33 h
adicionando 2% de probi6ticos comerciales, productos de FS o testigos.

Adicién de 2 % de
producto de FS, % Acético % Propiténico % Butirico
probiético comercial
6 testigo

A. oryzae 2094 34.64 28.45 36.91
L A. oryzae 2095 63.55 33.10 3.35

R. nigricans 66.23 31.64 2.12

P. roquefortii 56.01 41.87 2.12

S. castelit 58.11 43.43 2.2

K. marxianus 58.81 38.41 2.78
rﬁgua 47 51.52 1.48

Lacto-sace 37.78 31.84 30.38

Yea-sacc 1026 60.9 35.6 3.5

Yea-sacc 8417 38.79 46.47 14.73

Pasta de copra S/FS 58.56 39.91 1.53

Por otro lado se aprecia que atin al adicionar pasta de copra sin fermentar se
alcanza el mismo porcentaje de produccién (60%), y en menor porcentaje (40 %) se
presenta cuando se adicionan probiéticos comerciales.

Respecto a la produccion de 4cido propiénico existe un rango de produccién
entre 30 y 45 % en todos los casos; en cuanto a la produccién de acido butirico
existen diferencias notables al adictonar al cultivo el probiético Lacto-sacc 6 Yea-
sacc 8417 o A. oryzae 2094, ya que son los que producen mayor cantidad de este
acido. Los otros aditivos presentaron una produccién de 4cido propiénico menor,
encontrandose 2.5 % en promedio.

Obtenido estos resultados se compar6 la produccién de los tres Acidos grasos
volatiles, con los mejores productos de FS y probi6ticos comerciales para ello la
comparacién se hizo en base a que existieron 3 productos de FS y 2 probiéticos
comerciales con similar produccién de biomasa, parametro importante para evaluar
el efecto probiético.
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Asf tenemos la siguientes apreciaciones: Se observé que al adicionar al cultivo
el probiético comercial Lacto-sacc 6 productos de FS A. oryzae 2095 6 P. roquefortil
existen diferencias de produccién de 4cido acético, favoreciendo en mayor porcentaje
(60 %) por la adici6én de productos de FS; no hay diferencias en la produccién de
acido propiénico en ambos casos y existen diferenctas de produccién de acido
butirico favorecido por la adicién del probiético Lacto-sacc.

Por otro lado al comparar el probi6tico comercial Yea-sacc 8417 con S. castelli
se observa que existe mayor produccién de 4cido acético al adicionar al cultivo
S. castelll, en cuanto a la produccién de propiénico no hay diferencia aparente y al
producir &cido butirico se favorece con Yea-sacc 8417.

La importancia de produccién de acidos grasos se basa principalmente en la
utilizacién de estos acidos como fuente de energia para que el rumiante realice sus
funciones metabblicas, en segunda instancia son importantes ya que a partir de
ellos se puede canalizar mejoras en la produccién de carne o leche en los animales
que lo consuman. El estudio realizado a pesar de ser in vitro puede dar idea de lo
que podria suceder en un sistema mas complejo ya sea invivo o in situ.

NOTA: Los datos de las cinéticas de produccién de AGV's de cada producto de FS,
probi6ticos comerciales y testigos se presentan en el anexo 1

5.3.5. Balance de materia

Los balances de materia y energia son ampliamente utilizados en procesos
bioquimicos, en biotecnologia son poco usados por la complejidad que representan
dichos procesos, ya que a veces resulta dificil medir la mayoria de las variables
involucradas en el proceso como son: el consumo de fuente de carbono, nitrégeno y
oxigeno, asi como la produccién de biomasa, CO2 y producto(s) formados(s).

En este sentido en este estudio se realizé inicamente el balance de carbono
de sustrato y productos, considerando que la composicién elemental de la biomasa
se seleccioné en base a la formula elemental CH) §10¢.51Np.21, reportada por Roels
en 1980, obtenida de un promedio de la composicién de biomasa de los siguientes
microorganismos.
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Candida utilis CH, 8700.56No.20
Klebstella aerogenes CH,.7500.43No.22
Sccharomyces cerevisiae CH;.8100.51Np.17
Paracoccus denitrificans CH, .8100.51No.20
Escherichia coli CH,.7700.48No0.24
Aerobacter aerogenes CH.8300.55No.25

En la Tabla 5.4. se muestran los coeficientes estequiométricos calculados en
base a la fraccién de carbono de cada molécula, el mayor rendimiento corresponde a
la producci6n de 4cido acético y seguido de acido propiénico y COg2, En general se
puede apreciar que el porciento de rendimiento en promedio es de 40% en la mayoria
de los casos; exceptuando el rendimiento al adicionar K. marxianus (20%) y pasta de
copar s/FS, en donde no se observé efecto benéfico del cultivo con M. elsdenii.

Tabla 5.4. Coeficientes estequiométricos en base a carbono al final del cultivo.

Tipo de aditivo Biomasaj CO2 | Acético § Propiénico | Butirico | % Recuperacién
A. oryzae 2094 0.17 |0.24] 059 0.59 0.86 65
A. oryzae 2095 0.25 |024] 0.76 0.49 0.06 47
R. nigricans 0.13 |o024] o061 0.36 0.03 36
P. roqueforttt 0.18 |0.24]| 0.60 0.54 0.03 41
S. castelll 0.18 }0.24] 061 0.49 0.02 40
K. mandanus 0.06 |024| 025 0.20 0.02 20
| Agua 0.10 024 041 0.55 0.02 33
Lacto-sacc 023 |024]| 042 0.43 0.46 47
Yea-sacc 8417 026 |024] 1.38 1.03 0.73 122
Yea-sacc 1026 0.18 |024] 0.40 0.28 0.03 30
Pasta de copras/FS | 026 |024| 033 0.27 0.01 28

Si se comparan los rendimientos de P. roquefortili y A. oryzae 2095 con el
probidtico Lacto-sacc no hay diferencias entre ellos, pero si existe diferencia al
comparar S. castelll con el probi6tico comercial Yea-sacc 8417.

En general se observa que existe un mayor rendimiento al adicionar al cultivo
de M. productos de FS que probiéticos comerciales, lo cual garantiza que estos
productos pueden ser atractivos para ser suministrados en la dieta de rumiantes.

NOTA: Los calculos del balance de carbono se presentan en el anexo 2.
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5.3.6. Conclusiones y discusién

* Los productos de FS P. roquefortil, A. oryzae 2095 son comparables con el
efecto probiético del probiético comercial Lacto-sacc.

* El probi6tico comercial Yea- sacc 8417 es comparable con el efecto
probiético del producto de FS S. castelll.

* En todos los casos estudiados existe un consumo total de acido lactico
haclia las 17 horas de cultivo, a excepcién de la pasta de copra sin fermentar y el
fermentado con K. marxianus.

* Con pH's iniciales menores a 5 no hay actividad biolégica, ya que el
intervalo 6ptimo de crecimiento para esta bacterla es de 6.5 - 7.

* En cuanto a los perfiles de las fermentaciones, predominé el acido acético y
propiénico productos deseables en la fermentacién ruminal. ya que este acido puede
constituir las reservas de lipidos a través de la lipogénesis, produciendo algunos
triglicéridos componentes de la leche, en el caso del Acido propiénico es considerado
glucogénico y por tanto es posible utilizarlo como fuente de energia en la biosintesis
de macromoléculas como las proteinas.

* Al comparar los productos obtenidos de la FS con probiéticos comerciales,
fue posible establecer similitudes entre ambos; a su vez se eligi6 un producto de FS
tomando como criterio los resultados de actividad probiética de cada uno. En base a
este criterio se tenian dos opciones: A. oryzae 2095 6 P. roquefortii ya que eran
comparables con el probi6tico comercial Lacto-sacc. Al comparar el rendimiento no
existi6 una diferencia significativa, solo existian diferencias en la produccién de
acidos grasos. Por lo tanto se eligié el producto en base a su comportamiento
fermentativo (FS); en este sentido se encontré que ambos productos después de la
fermentacién sélida presentaron una pérdida de materia seca de 30%, sin embargo
al realizar un anélisis en microscopio 6ptico se observé que en el fermentado con P.
roquefortii la Invasién miceliar se present6 tanto el la parte externa de la columna
como en la matriz de la misma, algo que no ocurrié con ningunc de los otros
fermentados, de tal manera que se pensé que posiblemente en este material se
podrian encontrar algunos compuestos més simples que el microorganismo pudiera
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utilizar como fuente de carbono en estudios posteriores. De esta forma se seleccioné
el fermentado de P. roquefortii en estudios de identificacién de compuestos con
posible actividad probiética. Hay que destacar que el fermentado con A. oryzae 2095
también se pudo haber estudiado, sin embargo este estudio pretendia seleccionar
uno de ellos pero se abre la posibilidad de estudiar otros productos de FS en un
futuro.

* El elegir productos de FS resultaria una alternativa de utilizacién en la
nutricién animal, a la par se propone una nueva estrategia que permita vislumbrar
que los microorganismos probi6ticos no son los tinicos responsables de presentar
efectos benéficos en el huésped.

* El estudio global de esta seccién a pesar de ser in vitro, da idea de lo que
puede pasar al ser administrado el producto de FS en la dieta de rumiantes, no
omitiendo que pueden existir cambios metabélicos al involucrar mas de un
microorganismo en la fermentacién ruminal.
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5.4. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE EXTRACTOS
OBTENIDOS CON DIFERENTES DISOLVENTES

En esta Secci6én se presentan los resultados de la evaluacién probi6tica del
producto de FS P. roquefortli, elegido el la Seccién 5.3. Para realizar este estudio el
producto elegido se liofilizé6 y se obtuvieron 150 g, de los cuales 120 g se utilizaron
para realizar extracciones sucesivas con disolventes de distinta polaridad, partiendo
de hexano, acetato de etilo, etanol y agua.

A cada extracto se le realizaron anélisis de pH, produccién de biomasa,
consumo de &cido lactico y produccién de AGV's, empleando un cultivo de
M. elsdenil. Ademas de los fracciones probadas se tuvieron 2 testigos: un liofilizado
sin proceso de extraccién y un Hofilizado tratado a 75° C durante 24 h. Este
tratamiento se realiz6 debido a que en las extracciones con los diferentes
disolventes la temperatura de extraccién vari6 de 68 a 92° C, de tal manera que se
tomé como temperatura promedio 75° C para corroborar si existia algn efecto de
temperatura al ser adicionado al cultivo de M. eisdenii.

5.4.1. Extraccién

Se realizaron extracciones con: hexano, acetato de etilo, etanol y agua,
dejando a reflujo durante 24 h en el equipo soxther. Se recuperaron 0.32 g de la
extraccion con hexano, 0.71 g con acetato de etilo, 7.42 g de etanol y 97.75 g de
extracto acuoso.
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5.4.2. Produccién de biomasa

En la Figura 5.18 se presentan los resultados obtenidos de la cuantificacién
de biomasa, en donde se puede apreciar que el extracto acuoso presenta un
incremento de biomasa de 0.65 g/L hacia las 12 horas de cultivo, seguido de los
controles lofilizado y Hofilizado tratado a 75° C, este resultado muestra que los
compuestos responsables de la estimulacién de crecimiento se encuentra en el
extracto acuoso. Por otro lado si se compara este grafico con los reportados en la
Seccién 5.3 (graficos de blomasa) se aprecia claramente que al adicionar el extracto
acuoso al cultivo sigue el mismo patrén en produccién de bilomasa, de tal forma que
con este resultado se demuestra que €l extracto acuoso es potencialmente bioactivo.
Ademas fue posible establecer que hasta una temperatura de 75° C no existe un
efecto negativo sobre la produccién de biomasa.

8 o 5 10 15 20 25

Tiempo (h)
Figura 5.18. Concentracién de biomasa de extractos obtenidos con disolventes de
distinta polaridad, en donde: (A) extracto acuoso, (D) extracto etanélico, (®)
extracto de acetato de etilo, (o) liofilizado, (®) lofilizado tratado a 75° C.

30 35 a0
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5.4.3. Evolucién del pH

En el grafico 5.19 Se presenta la evolucién del pH durante el tiempo de
cultivo, en donde se aprecia que los pH's al final del proceso permanecen en un
intervalo de 6 a 6.5 unidades de pH, destacando que el pH del extracto acuoso
tiende a estar mas estable entre el intervalo de pH deseable para el cultivo de
M. elsdenii, y que esta relacionado directamente con la produccién de biomasa. Hay
que destacar que el control de pH fue cuidado desde el proceso de esterilizacién, sin
embargo se presentaron variaciones importantes entre los diferentes cultivos.

6.8
6.6
6.4
6.2

pH
)

5.8
5.6

Figura 5.19. Evolucién del pH en el cultivo de M. elsdentl, adicionado con extractos
obtenidos con disolventes de distinta polaridad, en donde:(4) extracto acuoso,
(O0) extracto etanélico, (®) extracto de acetato de etilo, (0) lofllizado, (®) liofilizado
tratado a 75° C.
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5.4.4. Consumo de acido lactico

En el grafico 5.20 se puede apreciar que existe un consumo total de acido
lactico entre las 12 a 20 horas de cultivo, este comportamiento es similar al
reportado en la Seccién anterior (graficos de L-Léactico), en donde existe una
reproducibilidad entre ambos graficos, es importante mencionar que los cultivos en
los que se adicioné etanol y acetato de etilo tardan mas tiempo en consumir el
acido lactico debido pH acido que existia a las 15 horas de cultivo y mismos que se
mantfest6 en el escaso crecimiento.
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Figura 6.20. Consumo de acido lactico de extractos obtenidos con disolventes de
distinta polaridad, en donde:(A) Agua, (D) etanol, (m) acetato de etilo, (o) liofilizado,
(®) liofllizado tratado a 75° C.
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5.4.5. Produccién de écidos grasos volitiles

En la Tabla 5.5 se presenta el porcentaje de 4acidos grasos volatiles producidos
al final del cultivo con M. elsdenti, en donde se aprecia que en el extracto acuoso y
extracto de acetato de etilo es donde se produce mayor cantidad de 4cido acético.

Una de las aportaciones importantes de este analisis es la observacién de una
mayor eficiencia en la produccidn de acético y propionico. Este incremento podria
ser consecuencia del proceso de extraccién, en donde se concentracién compuestos
con caracteristicas similares de polaridad, mismo que al ser adicionado al cultivo
con M. elsdenil presentara un efecto benéfico en la produccién de estos 4cidos. Otro
de los puntos importantes es que el patrén de fermentacién fue muy similar al
reportado en la seccién anterior con lo cual se garantiza una alta reproducibilidad
de los anélists.

Tabla 5.5. Pomentq/m de AGV's al final de) cultivo de 40 h.

EXTRACTO % Acético % Propiénico % Butirico
Extracto acuoso 65.6 344 0
Extracto etanélico 57.9 42.1 ]
Extracto de acetato de etilo 64.4 35.6 0
Liofilizado 59.2 40.8 0
Liofilizado 75° C 60 38.9 1.1

NOTA: Los datos de produccién de AGV's de cada uno de los extractos evaluados se
presentan en el anexo 3.

5.4.6. Balance de materia

En la Tabla 5.6 se presentan los coeficientes estequiométricos en base a la
fracci6n de carbono de cada producto de fermentacién de M. elsdenit por la adicién
de diferentes extractos, el mayor rendimiento corresponde al 4cido acético seguido
del acido propiénico y COx. Si se compara la Tabla 5.6 con la 5.6a se puede observar
que }a adicién de los diferentes extractos al culttvo de M, elsdenii tienen un efecto
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benéfico en la produccién de acido propiénico, incrementando dos veces su
produccién. Con respecto a la produccién de acido acético no existen diferencias de
produccién al adicionar el mismo producto de P. roquefortit después de extracciones
sucesivas con diferentes disolventes.

De este analisis se eliglé el extracto acuoso por ser el que presentaba mejor
actividad benéfica sobre el cultivo de M. elsdenilt, ya que presenté un mejor

rendimiento en los diferentes productos de la fermentacién.

Tabla 5.8. Coeficientes estequiométricos en base a carbono al final del cultivo.

Tipo de aditivo Biomasaf CO3 § Propiénico | Acético || Butirico § % Recuperacién
Extracto acuoso 0.19 |0.24 0.6 1.42 0 85
Extracto etandélico 0.16 |0.24 0.6 1.03 0 73
Extracto de acetato 0.12 024 0.64 1.08 0 70

de etilo
Liofilizado 0.15 |10.24 0.56 1.23 0 77
hg_q!lllzado 75° C 0.17 {0.24 0.60 1.13 0 74

Tabla 5.6a. Coeficientes estequiométricos en base a carbono al final del cultivo por
la adicién de P. roauiortu y probiético Lacto-sacc.

Tipo de aditivo Biomasaj CO3 § Acético | Propibaico | Butirico | % Recuperacién

| P. roquefortii 0.18 {0.24] 0.60 0.54 0.03 41
Lacto-sacc 0.23 [0.24] 0.42 0.43 0.46 47

NOTA: Los célculos de balance de carbono de los productos formados durante el
cultivo de M. elsdenii con la adicién de diferentes extractos se presenta en el anexo
4.
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5.4.7. Conclusiones y discusién

s El extracto acuoso mostré tener mejor efecto sobre los productos de
fermentaci6én del cultivo con M. elsdenii, mismo que presenté el mayor porcentaje de
recuperacién (85 %).

* Este resultado muestra que posiblemente los compuestos responsables de la
actividad probiética se encuentra en ¢l extracto acuoso.

* Existe reproducibilidad en los resultados de bilomasa, consumo de lactico y
produccién de AGV's como los obtenidos en los ensayos de la Seccién 5.3.

* En todos los casos la fermentacién que se favoreci6 fue la acética, seguida
de la fermentacién propiénica, no presentdndose produccién de acido butirico.

* La importancia de esta parte experimental fue conocer el extracto mas
bioactivo para asi poder realizar un fraccionamiento en columna y poder elucidar los
posibles compuestos presentes en el extracto. Ademés de aportar informacién del
comportamiento microbiano al utilizar solo una porcién del producto liofilizado.
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5.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE FRACCIONES
OBTENIDAS DEL EXTRACTO ACUOSO

En esta Seccién se presentan los resultados obtenidos del fraccionamiento en
columna del extracto acuoso, asf como del analisis de resultados de actividad
probiética al ser adicionados a el cultivo de M. elsdenii.

85.5.1. Fraccionamiento en columna del extracto acuoso

En la Seccién 5.4 se hizo referencia del extracto con mejor actividad
probiética (extracto acuoso). Se parti6 de 80 g de extracto acuoso, de los cuales se
recuperé el 77.15 % (61.72 g), Se obtuvieron 28 fracciones que fueron eluidas con
diferentes mezclas de disolventes, monitoreadas através de cromatografia en capa
fina. Se agruparon las 28 fracciones segin su polaridad, quedando un total de 8
fracciones, mismas que fueron adicionados a un cultivo con M. elsdenii ver Tabla
5.7.

Tabla 5.7. Fracciones agrupadas obtenidas del extracto acuoso.

Fracciones | Materia (g) Muestras agrupadas

1 0.37 CE-ETOH (95:5, 90:10, 85:15) + ETOH
2 .34 |sCE-ETOH (80:20) + ETOH

3 .32 [ETOH-H,0 (80:20, 60:40)

n 13.44 [ETOH-H20 (40:60)

5 P6.81 [ETOH-H,0 (20:80) + H,0
ls 5,69 H.016.7.8.

7 3.60 H,02,3,4.5.

8 0.15 209,10, 11,12.

RECUPERADO J61.72
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5.5.2. Dosificacién para la evaluacién de fracciones obtenidas del extracto
acuoso

En esta seccién se presenta la estrategia de dosificacién de cada fraccién
obtenida del extracto acuoso, mismo que fue adicionado en el cultivo de M. elsdenii.
Para tener una idea mas clara de la procedencia de las fracciones se presenta en la

Figura 5.21 la secuencia de extraccién y fraccionamiento hasta la obtencién de 8
fracciones.

Hexano 032g 0.28 % — s
Acetato de 7
etilo 071g ] 61.72¢:
Etanol 7.42¢g
Agua 97.75¢ ] 7715
Pérdida 138¢

TOTAL 120 g

Figura 5.21. Representa la secuencia de los fraccionamientos obtenidos de un
llofilizado obtenido de la fermentacién sélida con pasta de copra inoculada con

P. roquefortil.

A continuacién se muestran los célculos realizados para utilizar una dosificacién
adecuada de las sub-fracciones obtenidas bajo el siguiente criterio de dosificacién.
Los resultados se muestran en la Tabla 5.8.
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En donde:

A = Representa el efecto del conjunto de compuestos presentes en el extracto
acuoso, tomando como dosis 0.056 g /100 ml de cultivo.

1,2,3,4,5,8,7 y 8 = Representa el efecto de cada sub-fraccién soluble en agua, y en
este caso se toma como dosis inicial (0.056 g por el % de cada fraccibn/ 100) =
g/100 ml de la sub-fraccién.

B = Representa el efecto de la sumatoria de 1,2,3,4,5,6,7 y 8, indicando en este
caso si todos las sub- fracciones tienen efecto comiin o individual.

A - B = Representa el efecto de la pérdida del material durante el proceso de

fragmentaci6n.

As{ tenemos la siguiente tabla.

‘Tabla 5.8. Dosificacién de fracciones en el cultivo de M. elsdenii.

Muestra
Fraccién || después delPorcentajel| Dosis {SOLUBILIDAD Muestras agrupadas
fraccionar (ml)
1 0.37 0.60  p.00034 13.21 ACE-ETOH {95:5. 90:10, 85:15) + ETOH
2 2.34 3.79 D.00212 83.57 IACE-ETOH (80:20) + ETOH
3 9.32 15.10 P.00846 332.86 ETOH-H,0 {80:20, 60:40)
4 13.44 21.78 p.01219 480.00 ETOH-H;0 (40:60)
5 26.81 4344 D.02433 957.50 ETOH-H,0 (20:80) + HO
6 5.69 9.22 D.00516 203.21 JH;Q 1,6,7,8.
7 3.60 5.83 00327 128.57 H;0 2.3,4,5.
8 0.15 0.25 b.ooo14 5.50  |pROT 1.2. 3, 4.
61.72 100.0 2204.43
ﬂPérdldas 18.28 22.84 648.21
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* Para la obtencién de porcentaje recuperado de cada fraccién se parti6 de que 61.72
geran el 100 %.

* Dosificacién: Se parti6 de una dosis de 0.056 g /L que se venfa administrando en
anteriores cultivos, por lo tanto este valor corresponderia al 100 %. Por otro lado
con el conocimiento del porcentaje recuperado de cada fracctén se realizaron los
siguientes calculos.

Ejemplo de 1a fraccién 1:
0.6 x 0.056/100 = 0.00034 g/100 ml = Dgsificacién

* La solubilidad se obtuvo con el siguiente criterlo: sabiamos que el extracto
liofilizado tenia 28 g/L de s6lidos solubles, por lo tanto se hicieron los siguientes
célculos:

0.37 g (recuperados) x1000 ml /28 g= 13.21 ml = Solubilidad

5.5.3. Produccién de biomasa

En la Figura 5.22 se presenta la produccién de biomasa de M. elsdenii al
adicionar al cultivo diversas fracciones provenientes del extracto acuoso, el grafico
muestra que al adicionar el control Hofllizado, extracto acuoso y la suma de las 8
fracciones es donde hay mayor estimulacién de crecimiento como era de esperarse,
ya que en estos controles se encuentran presentes una gran variedad de compuestos
bioactivos. Lo importante de esta cinética es que la fraccién 5 es la que presenta un
mayor incremento sobre la produccién de biomasa de M. elsdenti y ademas el cultivo
se mantiene estable durante todo el cultivo, esto es importante ya que sigue el
mismo perfll reportado en los capitulos 5.3 y 5.4; la tinica desventaja esta parte
experimental es que la bijomasa alcanzada no present6 la misma produccién de las
secctones anteriores (0.5 g/L en promedio), en este experimento la méaxima biomasa
alcanzada fue de 0.076 g/L y fue observada en el cultivo donde se adicioné
Hofilizado, por lo mismo los datos de todas las cinéticas fueron normalizados
tomando como valor maximo 0.076 g/L de biomasa.
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Por otro lado lo que se esperaba de este analisis era observar cambios en la
produccién de biomasa por la estimulacién de alguna de las fracciones adicionadas
al cultivo de M. elsdenit, sin embargo no se logr6 reproducir los resultados de los
andlisis, pero aun con esta deficiencia es posible suponer que la fraccién bioactiva
es la fraccién 5, sin embargo faltan argumentos que precisen esta estimacién.

—a—F1
—a8—F2
—a—-F3

—8—F8
)= SUMA (F1 A F8)

=== EXT. ACUOSO
s Q——= LIOFILIZADO

CONTROL AGUA

Concentraciéon normalizada

0o 4 8 12 16 20 24 28
Tiempo (h)

Figura 5.22. Produccién de biomasa por adicién de fracciones obtenidas del
extracto acuoso, en ¢l cultivo de M. elsdenit.

5.5.4. Evolucién del pH

La Figura 5.23 muestra la evolucién del pH en el cultivo de M. elsdenlt al
adicionar diferentes fracciones provenientes del extracto acuoso, observando que el
pH desciende durante el cultivo y permanece a pH 6 después de las 7 horas de
cultivo.

En esta parte experimental nuevamente se present6 un problema de pH, aun
cuando fue controlado desde la preparacién del medio de cultivo, por lo tanto se
presentaron modificaciones y esto conllevé a que el cultivo de M. elsdenii no
desarrollara un crecimiento adecuado.
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7.80 ' F1
———F3
7.30 —efp—— F3
7.10 O F4
6.90 _ F6
% 8.70 ——F7
8,50 J ——F8
6.30 s Y e GUMA (F1 A F8)
Mt v Juaee RXT . ACUOSO
6.10 Qe LIOFTLIZADO
CONTROL AGUA
5,90 .
8.70 —p——p—t o
[4] 4 8 12 16 30 3234 28
Tiempo (h)

Figura 5.23. Evolucién del pH durante el cultivo de M. elsdent! al adicionar
fracciones provenientes del extracto acuoso.

5.5.8. Consumo de écido L-Léctico

En la Figura 5.24 se muestra que no existi6 un consumo de sustrato durante
el cultivo en ninguno de los casos, esto es atribuible posiblemente al efecto del pH
al inicio del cultivo ya que no fue favorable para que el microorganismo activard sus
mecanismos para consumir el sustrato y por ende trasformar a producto. Sin

embargo en algunos casos existi6 la produccién de acido acético pero en pequena
cantidad.
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Figura 5.24. Consumo de dcido- Lactico durante el cultivo de M. elsdenit al
adicionar fracciones provenientes del extracto acuoso.

8.5.6. Produccién de icidos grasos volitiles

En la Tabla 5.9 se presenta la producciéon de acido acético que fue el anico
4cido graso producto de la fermentacién de M. elsdenii al adicionar diferentes
fracciones. En la tabla se aprecia que aunque la cantidad es minima hay una mayor
produccién en las fracciones 1 a 5, lo que indica que el subfraccionar el producto de
la extraccién acuosa estimulé la produccién de este 4cido graso en el cultivo de M.
elsdenii. Por otro lado st se compara la produccién de acético con respecto a los
controles (liofilizado, suma de 8 fracciones, extracto acuoso), se aprecia que la
eficiencia de produccién es escasa, ello quiere decir que posiblemente al
subfraccionar exista una concentracién de compuestos que al ser adicionados al
cultivo de M. elsdenit incrementen su produccién en AGV's. Sin embargo esto es solo
una estimacién de lo que podria suceder en el cultivo, para corroborar esta
informacién seria necesario realizar un nuevo experimento que sea reproducible con
los reportados en las secciones 5.3y 5.4.

Con estas desventajas que se tuvieron en esta parte experimental es posible
suponer que si existe una estimulaciéon en el crecimiento y produccién de
metabolitos por M. elsdenil durante el cultivo.
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Tabla 5.9. Produccién de dcido acético por adicién de fracciones provenientes del
extracto acuso al final del cultivo con M. elsdenii.

Fraccién adicionada g/L &cido
acético
Fraccién 1 1.28
Fraccién 2 0.68
Fraccién 3 0.93
Fraccién 4 0.63
Fraccién 5 0.55
Fraccién 6 0.15
Fraccién 7 0.31
Fraccién 8 0.08
Suma de fracciones 1 a 8 0.31
Extracto acuoso 0.26
Liofilizado 0.48
{Control agua Q.19

5.5.7. Conclusiones y discusién

* En general los resultados de esta seccién no fueron los esperados ya que el
microorganismo no se pudo desarroliar por efecto del pH, sin embargo se observaron
algunas diferencias en cuanto a la produccién de biomasa y produccién de acidos

grasos volatiles.

¢ Se observé que de las 8 fracciones analizadas la fraccion 5 estimul6 el crecimiento
de M. eisdenil en cultivo y gener6 una produccién de acido acético de 0.55 g /L al

final del cultivo.

* La produccién de acido acético fue favorecida en las fracciones 1 a 5, obteniendo
valores de 0.55 a 1.28 g/1., ocurriendo el caso contrario en el los controles suma de
8 fracciones, extracto acuoso y liofilizado donde presentaron valores de 0.31, 0.26 y

48 g/L respectivamente.
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» La fraccién 5 fue elegida para realizar un nuevo subfraccionamiento por presentar
un perfil similar de blomasa y produccién de AGV's como los reportados en las
secciones anteriores.

» Aunque los resultados no son reproducibles en esta parte experimental, se
pudieron notar algunos perfiles de fermentacién similares a los obtenidos en
secciones anteriores, sin embargo es posible suponer que st existe una estimulacién
en el crecimiento y produccién de metabolitos por M. elsdenit durante el cuitivo. Por
ello es aconsejable realizar otro estudio para corroborar estos resultados ya que
este estudio solo nos proporciona una estimacién de lo que podria suceder en el
cultivo.
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5.6, IDENTIFICACION QUIMICA DE COMPUESTOS PROVENIENTES DE LA
FRACCION 5 DEL EXTRACTO ACUOSO

En esta seccién se presentan los resultados del fraccionamiento en columna
de la fraccién 5 que fue elegida en la seccién anterior por presentar mejor
estimulacién en el cultivo de M. elsdenii. En la seccién anterior se recuperaron
26.81 g de la fraccién 5, en esta parte experimental se utilizaron 10 g que fueron
elufdos primeramente con una mezcla de etanol - agua 90:10 y posteriormente con
agua, recuperando e} 100 % de en un total de 44 subfracciones, 38 de las cuales se
recuperaron con etanol - agua 90:10 y las 8 restantes con agua.

Durante el proceso de evaporacién de los disolventes presentes en cada
subfraccién se observé en algunos casos la presencia de compuestos cristalinos en
las primeras 6 subfracciones obtenidas; posteriormente se realizé una cromatografia
en placa y se agrupo la subfraccién 3 y 4 ya que presentaban las mismas
caracteristicas de corrimiento en placa y la presencia de cristales amorfos de color
amarillo- pardo, a la que se le denominé subfraccién A.

5.6.1. Identificacién de compuestos

De las 44 subfracciones recuperadas provenientes de la fraccion 5 del extracto
acuosos se eligld 1a subfraccién A para realizar estudios de identificacién quimica,
recuperando en este caso 0.57 g. El compuesto identificado de esta subfraccién A
fue el manitol (Figura 5.26), present$ un punto de fusién de 153° C con un Rf de
0.72 eluido con etanol - agua 90:10, su estructura se determiné através de los
resultados espectroscopicos de RMN 'H y RMN 13C, los cuales se compararon con
los reportados por Trigos, et al. 1995.
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1 CH20H
HO-—2| ___H
2 (o P H
H—2 OH
H—2 OH

6 CH20H

Figura 5.25. Estructura quimica del manttol.

El manitol pertenece a la familia de los alcoholes hexaoxhidrilicos, agrupados
como compuestos del sorbitol, ducitol y manitol, teniendo como diferencia
configuraciones distintas en sus centros de disimetria.

El espectro de RMN H (Figura 5.26), se obtuvo diluyendo la subfraccién A en
agua deuterada y los picos que se observan entre la regién 3.8 ppm y 3.4 ppm
corresponden a una seiial compleja que indica los protones de la molécula. El pico
de la regi6n 4.7 ppm indica la sefial de protones de la molécula de agua.

En el espectro de RMN 13C (Figura 5.27), se muestran tres sefiales simples a
73.6 ppm, 71.5 ppm, y 65.2 ppm, que debido a un efecto de simetrfa en €l manitol,
corresponde a los 6 carbonos presentes en el compuesto.

Con la ayuda del experimento DEPT (Figura 5.28) se identificaron 2 sedales

para carbonos terclarios a 73.6 y 71.5 ppm y una sefial a 68.2 para carbono
secundario. El total de las asignaciones se presenta en la Tabla 5.10.
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Tabla 5.10. Asignaci6n de la sefial de RMN 13C del manitol (3, D20, 50 MHz).

Carbono

pPpm

65.2

71.5

73.6

73.6

71.5

D o > f N i

65.2

5.6.2. Conclusiones y discusién

* En esta parte experimental obtuvieron 44 subfracciones provenientes de la
fraccién 5 del extracto acuoso, de los cuales las primeras 6 subfracciones

presentaron formas cristalinas.

* Se logr6 identificar un compuesto de la subfraccién agrupada 3 y 4 denominado

manitol.

s De este trabajo se abre la posibilidad de seguir estudiando cada una de las
subfracciones obtenidas mediante el empleo de columnas de purificacién para la
obtencién de diversos tipos de compuestos y valuarios bajo un bioensayo con la

bacteria raminal M. elsdenii.
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Conclusiones y Perspectivas

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1.- Se seleccionaron cepas de hongos filamentosos con velocidad de crecimiento
rapido (40-60 h), crecidas sobre pasta de copra humeda (60%) y sin agregar
nutrientes.

2.- Se propuso una metodologia para la evaluacién de la actividad probiética de
productos de fermentacién s6lida, mediante anélisis de pH, biomasa, acido lactico y
acidos grasos volatiles.

3.- El efecto probiético de dos productos de fermentacién (P. roquefortil y A. oryzae
2095) son comparables con el efecto benéfico del probiético Lacto-sacc, asi mismo el
efecto probiético del producto de fermentacién (S. castellt), es comparable con el
efecto del probiético Yea-sacc 8417.

4.- E] estudio de pasta de copra sin fermentar adicionada al cultivo de M. elsdenii no
mostré estimulacién el crecimiento y formacién de producto de M. elsdenii, lo que
indica que los otros productos fermentados formaron durante el proceso algunas
moléculas o compuestos que favorecieron el crecimiento y formacién de productos
durante el cultivo.

5.- Del producto de fermentacién (P. roquefortil), se logré identificar que en la
fraccién acuosa se encuentran los compuestos con mayor estimulacién probiética.

6.- Se identific6 un compuesto proveniente del extracto acuoso (manitol),
recuperando 0.56 g que corresponden al 0.46 % del liofilizado de P. roquefortiL.

7.- El aporte principal de este trabajo fue elucidar al menos un compuesto como
posible precursor de actividad probiética, Sin embargo hasta el momento no se sabe
si el azacar identificado es el responsable de dicha actividad, lo que si se puede
suponer es que por el hecho de ser un azicar sea fAcilmente metabolizable y
estimule el crecimiento de M. elsdenil.
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8.- Otro aporte importante de este trabajo fue establecer que la actividad benéfica en
el estudio con M. elsdenii mostré que el uso de cultivos en medio sélido pueden ser
potencialmente atractivos como estimuladores de crecimiento y produccién de
metabolitos de importancia en la alimentacién animal. Por otra parte al adicionar
productos de FS 6 probi6ticos comerciales al cultivo de M. elsdenii inicamente se
adicionaron particulas solubles, es decir cero células 6 microorganismos, con lo cual
se demuestra que el efecto probi6tico no es debido a la presencia de
microorganismos en un cultivo, si no posiblemente a algunas sustancias o
compuestos propios de los microorganismos o productos residuales de la
fermentacién, esto es importante ya que generalmente se ha mencionado por
diversos autores que la actividad probi6tica es atribuible en su mayoria a
microorganismos, sea hongos o levaduras.

9.- Con este estudio se habré la posibilidad de estudiar los productos de
fermentacién sélida como procesos en los cuales se pueda obtener un provecho
benéfico para el animal que lo consume. Asi mismo resultaria interesante evaluar a
detalle el proceso de fermentacién, analizando a intervalos de tiempo los productos
que se vayan formando, andlisis de actividad probiética, identificacién de
compuestos bioactivos en estudios in vitro y por altimo estudios in vivo. Sin embargo
este tipo de procesos requiere de tiempo para poder elucidar los compuestos con
bioactividad y asegurar con estudios invivo la actividad benéfica del compuesto.
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ANEXO1

Porcentajes de fcidos grasos volitiles a diferentes horas de cultivos de probiéticos
comerciaies, productos de fermentacién sélida y testigos.

A.oryzealPropibnico} Acético | Butirico] Total % % %
2094 g/L g/L g/L AGV's |Propiénicoj Acético | Butirico
g/L
0 0.46 0.69 0.04 1.19 38.58 58.16 3.27
3 0.48 0.67 0.05 1.20 40.25 55.73 4.02
6 0.43 0.75 0.06 1.24 34.86 60.69 4.45
9 0.47 0.88 0.04 1.39 33.71 63.33 2.95
12 0.38 0.78 0.04 1.20 31.71 64.60 3.69
15 0.42 0.60 0.09 1.11 37.90 53.94 8.16
18 0.42 0.35 0.10 0.87 48.21 40.30 11.49
21 0.38 0.64 0.12 1.14 33.73 55.98 10.29
24 0.41 0.70 0.21 1.32 30.96 52.89 16.15
27 2.02 1.87 0.14 4.02 50.18 46.45 3.37
30 1.13 1.39 0.30 2.82 40.08 49.12 10.79
33 1.20 1.47 1.56 4.24 28.45 34.64 36.91
A.oryzea|Propibnico} Acético | Butirico| Total % % %
2095 g/L g/L g/L AGV's |Propibnico| Acético | Butirico
g/L

0 0.42 0.46 0.02 0.90 46.87 50.74 2.38
3 0.45 0.49 0.05 0.99 45.91 49.49 4.60
6 0.40 0.54 0.04 0.97 40.98 55.40 3.62
9 0.70 0.50 0.03 1.23 56.80 40.55 2.65
12 0.59 0.68 0.02 1.29 45.57 52.76 1.67
15 0.68 0.90 0.05 1.63 42.11 55.10 2.79
18 0.72 0.99 0.04 1.75 41.24 56.32 2.44
21 0.65 1.56 0.05 2.26 28.82 69.07 2.11
24 0.59 1.79 0.09 2.46 23.96 72.56 3.48
27 0.52 2.45 0.08 3.05 17.10 80.43 2.47
30 0.74 2.24 0.10 3.08 23.92 72.84 3.24
33 0.99 1.90 0.10 2.98 33.10 63.55 3.35
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ANEXO1

Porcentajes de dcidos grasos volitiles a diferentes horas de cuitivos de probiéticos
erciales, productos de fermentacién sélida y testigos.

com

R.nigricans | Propi6nico | Acético | Butirico} Total % % %
g/L g/L g/L AGV's [Propibnico| Acético | Butirico
g/L
0 0.42 0.63 0.02 1.07 39.48 58.32 2.20
3 0.22 0.52 0.02 0.76 28.29 68.62 3.09
6 0.33 0.60 0.04 0.96 33.9 62.42 3.67
9 0.37 0.69 0.02 1.08 33.94 64.07 1.99
12 0.49 0.78 0.04 1.30 37.35 59.87 2.78
15 0.52 0.80 0.02 1.34 39.03 59.38 1.60
18 0.33 1.00 0.04 1.36 23.96 73.44 2.59
21 0.32 1.22 0.03 1.57 20.49 77.46 2.05
24 0.59 1.52 0.03 2.14 27.49 70.96 1.55
27 0.69 1.39 0.02 2.10 32.82 66.16 1.02
30 0.99 1.33 0.05 2.37 41.57 56.26 2.16
33 0.73 1.53 0.05 2.31 31.64 66.23 2.12
P.roquefortii|Propiénico| Acético | Butirico| Total % % %
g/L o/L g/L AGV's [Propibnico| Acético |Butirico
g/L
0 0.41 0.69 0.02 1.13 36.71 61.20 2.09
3 0.40 0.70 0.02 1.12 35.93 62.14 1.92
6 0.41 0.80 0.02 1.23 33.50 64.59 1.91
9 0.59 0.82 0.03 1.44 40.99 56.92 2.09
12 0.63 0.74 0.02 1.39 45.14 53.31 1.55
15 0.60 0.90 0.03 1.52 39.30 58.80 1.90
18 0.79 0.75 0.04 1.58 50.22 47.54 2.24
21 0.90 0.99 0.04 1.92 46.54 51.24 2.21
24 0.99 1.25 0.06 2.29 43.03 54.39 2.57
27 0.98 1.15 0.04 2.17 44.95 53.10 1.94
30 1.22 1.58 0.07 2.87 42.38 55.23 2.39
33 1.11 1.49 0.06 2.65 41.87 56.01 2.12
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Porcentajes de &cidos grasos volitiles a diferentes horas de cultivos de probiéticos
comerciales, productos de fermentacién sélida y testigos.

S.castelli |Propi6nico| Acético |Butirico| Total % % %
g/L g/L g/L AGV's [Propibnico] Acético |Butirico
_g/L
0 0.31 0.49 0.02 0.83 50.12 83.56 2.86
3 0.33 0.50 0.03 0.86 46.94 81.17 2.51
6 0.45 0.58 0.01 1.05 39.26 75.70 2.24
9 4.35 D.52 0.02 4.90 12.04 16.72 0.61
12 0.33 0.62 0.02 0.97 64.71 76.42 2.22
15 0.46 0.69 0.02 1.17 51.16 76.56 2.47
18 0.54 0.75 0.02 1.31 60.65 57.41 2.71
21 0.69 0.69 0.02 1.40 64.12 70.59 3.05
24 0.96 0.99 0.03 1.98 49.74 62.87 2.98
27 1.20 1.21 0.03 2.45 39.87 47.10 1.72
30 1.12 1.42 0.03 2.58 47.12 61.40 2.66
33 1.00 1.52 0.04 2.56 43.43 58.11 2.20
K. Propibnico] Acético |Butirico| Total % % %
marxianus g/L o/L g/L AGV's |Propibdnico] Acético |{Butirico
_a/L

0 0.13 0.31 0.01 0.45 27.85 69.38 2.76
3 0.22 0.32 0.01 0.55 39.19 58.53 2.28
6 0.14 0.30 0.02 0.46 30.19 64.46 5.34
9 0.20 0.30 0.04 0.53 37.25 56.01 6.73
12 0.15 0.31 0.03 0.49 30.32 63.77 5.91
15 0.18 0.3 0.02 0.52 35.72 60.43 3.84
18 0.21 0.33 0.02 0.56 38.13 58.06 3.81
21 0.23 0.49 0.02 0.74 31.47 65.82 2.71
24 0.35 0.46 0.04 0.85 41.58 53.87 4.55
27 0.32 0.57 0.03 0.92 34.85 61.66 3.48
30 0.33 0.58 0.04 0.95 35.00 61.24 3.76
33 0.41 0.63 0.03 1.07 38.41 58.81 2.78
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ANEXO1

Porcentajes de &cidos grasos volitiles a diferentes horas de cultivos de probiéticos
comerciales, productos de fermentacién sélida y testigos.

Agua Propi6nico| Acético |Butirico| Total % % %
g/L g/L g/L AG}/'s Propi6nico} Acético |Butirico
g/t
0 0.46 0.50 0.02 0.98 46.94 50.69 2.37
3 0.42 0.51 0.02 0.95 44.17 53.69 2.13
6 0.46 0.48 0.03 0.97 47.50 49.18 3.32
9 0.59 0.52 0.04 1.15 51.27 45.34 3.39
12 0.57 0.68 0.04 1.29 44.09 53.01 2.90
15 0.69 0.70 0.03 1.41 48.74 49.15 2.11
18 0.99 0.85 0.03 1.86 52.93 45.39 1.68
21 1.12 0.95 0.03 2.10 53.34 45.43 1.24
24 1.22 1.00 0.02 2.24 54.37 44.66 0.97
27 1.26 1.12 0.03 2.41 52.24 46.46 1.30
30 1.37 1.35 0.04 2.75 49.60 49.12 1.28
33 1.12 1.02 0.03 2.17 51.52 47.00 1.48
Lacto-sacc|Propibnico| Acético |Butirico] Total % % %
g/L g/L g/L AGV's [Propibnico| Acético |Butirico
q/L
0 0.42 0.27 0.08 0.78 54.76 34.70 10.54
3 0.44 0,58 0.07 1.08 40.57 53.33 6.10
6 0.45 0.43 0.06 0.94 48.48 45.63 5.90
9 0.43 0.65 0.40 1.48 29.18 43.84 26.98
12 0.74 0.62 0.09 1.45 51.22 42 67 6.11
15 0.46 0.81 0.14 1.41 32.76 57.42 9.82
18 0.52 0.64 0.06 1.23 42.65 52.17 5.18
21 0.39 0.78 0.11 1.28 30.55 61.23 8.23
24 0.46 0.99 0.12 1.56 29.32 63.11 7.57
27 0.92 0.83 0.11 1.86 49.39 44.56 6.05
30 0.75 1.10 0.93 2.78 26.80 39.69 33.51
33 0.88 1.05 0.84 2.77 31.84 37.78 30.38
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ANEXO1

Porcentajes de fcidos grasos volétiles a diferentes horas de cultivos de probiéticos
comerciales, productos de fermentacién sélida y testigos.

Yea-sacc{Propibnico| Acético |Butirico| Total % % %
1026 g/L g/L g/L AG)I'_s. Propi6nico| Acético |Butirico
_g/L
0 0.46 0.06 0.01 0.53 86.39 11.28 2.32
3 0.49 0.56 0.01 1.06 45.91 52.94 1.15
6 0.52 0.07 0.02 0.61 85.11 11.40 3.49
9 0.54 0.91 0.02 1.47 36.72 61.93 1.35
12 0.63 0.90 0.02 1.54 40.97 58.05 0.98
15 0.76 1.12 0.02 1.90 39.98 59.21 0.80
18 0.71 1.33 0.06 2.10 33.0 63.13 2.96
21 0.62 1.10 0.06 1.78 34.91 61.79 3.29
24 0.62 1.16 0.05 1.84 33.93 63.1) 2.95
27 0.60 1.22 0.05 1.87 32.02 65.38 2.60
30 0.69 0.96 0.06 1.70 40.54 56.22 3.25
33 0.58 1.00 0.06 1.64 35.60 60.90 3.50
Yea-sacciPropibnico| Acético |Butirico| Total % % %
8417 g/L g/L g/L AGV's |Propibnico| Acético |Butirico
g/L
0 0.07 0.05 0.03 0.15 46.00 32.63 21.36
3 0.06 0.04 0.03 0.13 47.75 31.43 20.82
6 0.08 0.03 0.04 0.16 48.86 29.28 21.86
9 0.07 0.07 0.03 0.17 43.09 39.80 17.11
12 0.13 0.28 0.05 0.46 27.58 61.36 11.06
15 0.30 0.66 0.08 1.03 28.74 63.58 7.69
18 0.88 2.29 0.08 3.25 27.19 70.45 2.36
21 4.47 3.39 0.28 8.14 54.93 41.61 3.46
24 4.45 3.53 1.09 9.07 49.05 38.96 11.99
27 4.25 3.11 1.28 8.64 49.17 35.98 14.85
30 3.78 3.60 1.13 8.51 44.38 42.29 13.33
33 4.15 3.46 1.32 8.93 46.47 38.79 14.73
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ANEXO1

Porcentajes de écidos grasos volitiles a diferentes horas de cultivos de probitticos
comerciales, productos de fermentacién sélida y testigos.

Pasta |Propiénico| Acético [Butirico| Total

copra g/L g/L g/L AGV's % % %

S/FS g/L Propifnico | Acético | Butirico
0 0.52 0.52 0.01 1.05 49.42 49.43 1.15
3 0.53 0.57 0.01 1.11 47.95 50.95 1.10
6 0.63 0.59 0.02 1.25 50.58 47.57 1.86
9 0.52 0.56 0.02 1.10 47.25 50.95 1.80
12 0.55 0.69 0.02 1.27 43.44 54.87 1.70
15 0.56 0.63 0.02 1.21 46.52 51.82 1.65
18 0.53 0.59 0.02 1.15 46.42 - 51.70 1.88
21 0.69 0.56 0.02 1.27 54.06 44.12 1.82
24 0.62 0.57 0.02 1.22 51.02 47.22 1.76
27 0.53 0.70 0.02 1.25 42.54 55.60 1.85
30 0.59 0.71 0.02 1.33 44.73 53.66 1.62
33 0.56 0.83 0.02 1.41 39.91 58.56 1.53
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Porcentajes de fcidos grasos volitiles de los diferentes extractos obtenidos del producto de FS

{Penicilliun roquefortii).
Extracto | Acético [ Proplénico | Butirfco | Total % % %
acuoso g/L g/L g/L AGV's | Acético | Propiénico | Butirico
/L
0 16 1.3 0 %.o 547 453 0
s 30 17 0 47 635 365 0
12 3.0 20 0 50 59.6 40.4 0
16 25 1.5 0 471 60.3 397 0
20 2.9 17 0 36 6338 36.2 0
24 2.3 1.6 0 338 59.2 4038 0
20 29 15 0 45 65.6 334 0
Liofillzado | Acético | Propiénico | Butirico | Total % % %
g/L g/L g/L AGV's | Acético | Propiénico | Butirico
/L
0 12 02 0 !1.4 848 152 0
4 19 0.3 0 2.2 875 125 )
2 2.0 12 0 32 61.3 387 )
16 2.1 16 0 37 56.6 334 0
20 19 16 0 35 544 456 0
22 238 16 0 44 62.7 37.3 0
30 21 5 0 36 592 308 0
| Extracto | Acético | Proplénico | Butirico | Total % % %
etanélico g/L g/L g/L AGV's | Acético | Propiénico | Butirico
gL
0 0.9 02 0 I.1 85.9 14.1 0
s 12 02 0 1.4 87.1 129 0
2 16 0.3 0 1.9 84.0 16.0 0
16 17 056 0 23 73.7 26.3 0
20 12 16 0 30 47.7 523 0
24 29 2.2 0 51 57.4 426 0
40 23 1.8 0 3.7 57.9 321 0
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Porcentajes de écidos grasos volétiles de los diferentes extractos obtenidos del producto de F8

(Penicilliun roquefortii).

{Acetato Etilo Acético | Propiénico [Butirico | Total % % %
g/L g/L g/L AGV's |Acético | Propi6nico | Butirico

/L
0 13 0.2 0 g1.5 883 11.7 0
4 186 03 0 1.9 85.0 15.0 0
12 1.9 02 0 2.1 890 11.0 0
16 15 02 0 17 806 104 0
20 13 032 0 16 88.1 119 0
24 15 0.2 0 1.7 91.0 9.0 0
40 25 14 0 39 644 356 0
Liofllizado a 75 °C | Acético pldnico | Butirico | Total % % %

g/L g/L g/L AGV's |Acético | Propiénico | Butirico

/L
0 02 1.0 05 %.6 92 635 27.4
4 1.6 12 0.4 31 497 36.7 13.6
12 14 14 06 34 0.8 42.0 17.2
16 2.2 13 0.4 39 56.3 332 95
20 26 15 0.1 43 61.6 355 29
24 38 17 0.1 57 67.7 30.6 1.7
40 23 1.5 0.0 39 60.0 ~ 389 1.1
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