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1. ~ o D u c c I o ~  

Los avances cientificos realizados en el desarrollo de la ailmentación para 
animales durante últimos 20 años ha lievado a que una gran variedad de materias 
primas vegetales se hayan incorporado a la alimentación animal. haciendo de este 
un alimento balanceado compuesto a base de concentrados protéicos, granos de 
cereales, forrajes, pajas y rastrojos así como subproductos vegetales, entre otros 
( W h n .  1983 y Flores- Menéndez. 1989). 

Uno de los factores determinantes que ha impulsado a establecer nuevas 
estrategias de alimentaclón animal ha sido el crecimiento de la población; 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 problemática actualmente se buscan alternativas biotecnológkas 
que permitan obtener productos de alta calidad sin que se alteren los sistemas 
eco16gicos, como es el caso de la fermentación s6iida (FS). en la cual se u W a n  
productos de deshecho, sustratos agrícolas o residuos poco valorizados, obteniendo 
de elios productos de alto nivel comercial como ácido cítrico. ácido gálico, 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 están apiicando productos derivados de 
la biotecnología. dando lugar al uso de organismos especificos para propósitos 
especiahados basados en el aislamiento de microorganismos de su hábitat natural 
(Flores y García, 19951, contribuyendo en mejores rendimientos en carne y leche. Por 
ejemplo Williams, et ai. en 1991 reportan resultados satisfactorios en la producción 
de 4.1 &/día de leche en vacas. 

En este sentido dentro del grupo de micmrgauismos específicos encontramos 
a los probióticos. que son microorganismos y/o sustancias que contribuyen ai 
equiiibrlo microbian0 intestinal. Los primeros cultivos microbianos utilizados como 
probi6ticos datan de principios de siglo con las investigaciones de Metchnikoff en 
1907 sobre la longevidad de los habitantes de los países búlgaros debido a los altos 
consumos de leche fermentada con microorganismos como Lactobactlus acLd0phllus 
(Hoyos y Cruz, 1990). 
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Posteriormente Lilly y StiiiweU en 1965 utiiizan el término “probiótico” para 
describlr sustancias producidas por un protozoario que estimulaba el crecimiento de 
otros mkroorganismos. Actualmente dentro del grupo de microorganismos con 
actividad probiótica se incluyen bacterlas l&ticas. hongos y levaduras, destacando 
su uso cepas de saccharr>nyces cereuislae y ASpergiUus o r y z ~  ( C a m p  y VinIegra, 
1994; Nisbet y Martin.1993). Estudios de Tapia, et al. en 1988 evaluaron la actividad 
probiótica para rumiantes con cepas de Aspergillus niger’ Mchodenna hanlanum y 
Penicillium sp. 

En este contexto se propone una alternativa de ahentación animal. 
mediante el uso de un residuo agoindustriai 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 podría ser enriquecido en 
proteína y simultáneamente producir sustancias probióticas que posteriormente se 
emplearían en cantidades mínimas en forrajes para la alimentación animal 
(Roussos. et al. 1994; Pineda y Pérez. 1996). 

Con este prop6sito el presente estudio evaluó la actMdad probiótica de 
productos obtenidos por FS empleando como microorganismo modelo la bacteria 
ruminal Megasphaem ekdeníí (Ramlrez-Islas. 1995), simultáneamente se realizaron 
estudios químicos para la elucidación de compuestos responsables del efecto 
benéfico mediante el uso de técnicas cromatografícas en capa fina, extracciones con 
disolventes de diferente polaridad, fraccionamiento en columnas de silica y la 
identlftcación de moléculas mediante el empleo del equipo de resonancia magnético 
nuclear (RMN). Trigos, et al.1995; Herrera. 1997). 

Así al utiiizar esta tecnología para producir probióticos vía FS. el concepto 
probiótico continuará aumentando debido a la investigación básica en este campo 
ya que en estudios reaiizados al respecto se ha demostrado que la adición de 
cultivos de hongos. lewaduras y bacterias productoras de ácidos incorporadas a las 
dietas de animales domésticos puede alterar los patrones de su población 
mtcrobiana. ya sea que se trate de aves o de manilferOsf6venes (Soeyenbos, 1984). 
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Por otra parte el alcance que tiene este estudio es contribuir a la 
identificación de los compuestos responsables del efecto probiótico de cultivos 
obtenidos por Es, ya que hasta el momento no se tiene información precisa sobre la 
naturaieza de las moiéculas. enzimas. metabolitos u otra materia que este presente 
en el adítivo "probiótico". esperando obtener mayor información si se realizan a 
futuro estudios de ingeniería genética y química en donde se detecte esta capacidad 
para evaluar su potencial (Fuller, 1989). 
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ANTECEDENTES 
BZBLZOGRÁFICOS 
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2.1. Fermentacib Sólida @'SI 

La Es se define como un tipo de cultivo que emplea sustratos sólidos (bagazo, 
pasta de copra, residuos de d é  etc.). los cuales son materiaies que retienen agua, 
son porosos y a partir de elios se obtiene productos de Interés comercial. Este 
sistema es considerado como una tecnología innovadora. limpia y con poco impacto 
sobre el medio ambiente. Esta tecnología es prometedora y en diversas partes del 
mundo tratan de desarrollar procesos empleando nueva8 materfas primas que sean 
transformadas en productos interesantes, adem& de ofrecer grandes venbjas como 
las que se muestran en la Sección 2.1.1 (Mudgett, 1986: Hesseltine, 1987) 

d 
añadirse también aigunos nutrient-. 

Los sustratos sólidos pueden requerir solo la adición de agua, aunque pueden 

d Elbajocontenido de humedad reduce los problemas de contaminación. 

4 
natural. 

Las condiciones del crecimiento ñíngico son similares a las de su habitat 

d La aireaci6n es facilitada por los espacios entre las partículas del sustrato. 

d 
disolventes o manteniéndolo en congelación antes de la extracción. 

El fermentado sóiido puede extraerse inmediatamente por adición directa de 

d 
animales. 

Los productos obtenidos pueden incorporarse directamente en el alimento de 
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x Las fermentaciones con agitación pueden involucrar altos requerimientos 
energéticos y daños al micelio. 

x La cantidad de inóculo puede ser grande y para su producción deben 
mantenerse condiciones de asepsia rigurosa. 

% Los sustratos agrícolas pueden requerir algún tipo de pretratamiento. 

x hoblema de pérdida de humedad para las fermentaciones de larga duración. 

Elevación excesiva de la temperatura. 

)e Dificultad en la regulación de los parámetros de cultivo. 

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

2.13. swtrptoe y m i c r o o r g ~ o e  cmpleadoa 

Lo soportes empleados comúnmente deben tener -I particularidad de absorber 
los nutrimentos que se encuentren en solución por ejemplo amberlita, vermiculita, 
esponja, poliuretano entre otros. También, es posible utilizar residuos 
agroindustriaies como bagazo de caña, pulpa de d é .  pasta de copra (Barrios. et al. 
1988; Auria, et al. 1990; Saucedo. et ai. 1991). 

Los microorganismos empleados en este tipo de proceso son muy variados. y 
según su actividad biológica se pueden aplicar a distintos campos de la 
investigación como se aprecia en la Tabla 2.1. 
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Antod.nt..-wPw- 

Tabh 2.1. principales microorganismos utíkados en procesos de FS. 

De la palma del coco (Cocus nucüen~) se obtiene la copra que es el nombre 
comercial que se le da ai  residuo del albumen del h t o  de la palma del coco, que se 
obtiene al cortar a la mitad dicho fruto, extrayendo el líquido que contiene. 
Posteriormente, 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 característicos. El producto obtenido se somete a un 
proceso industrial ya sea por prensado, vía enzimática o por la adición de 

(Aguilar y Rueda, 1980; Flores-Menéndez. 1989). 
dlsolventes. obteniéndose dos productos principales: aceite de coco v mta de COD= 

Dada la composición de la pasta de copra resulta ser un ailment0 proveedor 
de proteínas importantes para la alímentación animal que podría ser utihado en 
procesos de FS, (Flores y Garcia. 19951, obteniendo un material rico en azúcares y 
con bajo contenido de grasas dependiendo de la extracción utilizada (Fernández. 
1987). 
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En la Tabla 2.2 se aprecia que el aporte principai de este producto es la 
proteína (20%). y los carbohidratos (16.5%). por esto es aconsejable su uso como 
sustrato para la FS, además de que aporiaría a la proteína como un subproducto 
obligado, y posiblemente la formación de metabolítos que sean más digeribles para 
el animal que lo consume. 

Por otra parte dentro del grupo de amínoácidos esenciales de importancia se 
encuentran la arginina. kniiaianina, lisina e histidína, los cuales pueden ser 
utilizados por los microorganismos durante la FS y desdoblar a compuestos más 
simples, enriqueciendo de esta forma el fermentado; de igual forma no sería 
necesario agregar fuente de carbono externa a la FS ya que la cantidad de azúcares 
solubles de la pasta de copra lo aportaría. 

Tabla 2.2. Composición de la pasta de copra (Matsons, 1991). 

La pasta de copra contiene algo menos de proteínas que el pienso de gluten de 
maíz y más que el salvado de trigo, con un promedio de 21.3%. siendo estas de 
mejor calidad que las del pienso del gluten de maíz. Sin embargo, no debe 
suministrarse pasta de copra como único suplemento proteíco en la dieta animal al 
menos que se adicione algún tipo de pasto. 
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Uno de los factores importantes para administrar UM pasta de copra de buena 
calidad es la presencia de un color blanquecino o pardo muy ligero; en el caso 
contrario este reflejaría que ia temperatura utilizada durante la extracción del aceite 
de coco fue demasiado elevada y por ende la pasta se toma de color oscuro 
disminuyendo así su valor nutritivo (Flores-Menéndez, 1987). 

2.2.1. producdón mrindtpt de le pasta be copra 

La producci6n mundial de semilhs oleaginasas como aceites, tortas y harinas 
permanecieron estables en 1996/1997. con una producción de 261 millones de 
toneladas, y en 1998 esta ascenderá a 281 millones de toneladas, es decir 
incrementará aproximadamente un 8 por ciento con respecto ai año pasado (FAO, 
03/ 1998). En la Tabla 2.3 se presentan el iistado de las principales oleaginosas de 
interés mundial. así como el por ciento de producción de cada uno durante los años 
de 1994 a 1997. destacando que las imprtaciones netas de aceites y grasas en este 
año. serán producto de 6 países de importancia mundial (ia India, PakiStBn. México, 
Japón, la Unión Europea y la República de Corea). 

Por lo que respecta a las importaciones netas de tortas y harinas oleaginosas, 
más del 81 por ciento de los envíos totales será adquirido por los nueve grandes 
importadores tradicionales (la Unión Europea, Japón. la Repúbiíca de Corea, 
México, Taiiandia. Indonesia, Maiasia, Filipinas y Egipto), además de China (FAO, 
03/1998). En México, la producción de copra se localiza principalmente en los 
estados de Guerrero (40.25%), Colima (26.86%), Tabasco (15.18%). Oaxaca (5.65%). 
y Michoacán (3.83%). representando un 91.77% del total (INEGI. 1988; SARH, 1988 
y1992). 

En otro sentido, resultados estadhticos mostraron que el consumo mundial 
de tortas y harinas oleaginosas aumentó 2.7 % como promedio ai año, durante los 
dos últimos años y se prevé que llegará a unos 68 millones de toneladas de 
equivalente en proteína en 1998 (FAO. 03/ 1998). 
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En México. la pasta de copra Uene su principal desuno en la alimentación 

animal, además de emplearse como aditivo en algunas mezclas alímentarias, ya sea 
através de la elaboración de alimentos balanceados o concentrados protefcos, debido 
a que la pasta de copra tiene gran capacidad de absorción para las melazas. 

Tabla 2.3. Producción mundial de las siete principales oleaginosas. 

259.2 263.0 

2.3. Prubi6ticoa 

El conocimiento de los efectos benéficos de &gunas de las bacterias de la flora 
intestinal se inicia a principios de siglo con los trabajos de MetchnikofE desde 
entonces, y a lo largo de estos casi 100 años de estudios. autores muy diversos se 
han esforzado en conocer las distintas funciones de los microorganismos que 
pueblan el tract0 digestivo, a pesar de ello, algunas de sus acciones no están bien 
precisadas (Smith, 1991 1. 

Por otra parte, una vez comprobado que algunas bacterias intestinales, 
adicionadas ai pienso o ai agua de bebida, determinaban una respuesta favorable en 
la producción animal se intento enmarcarlas en un grupo especitlco (Gil-Rueda. 
1997. 

En 1965 Lilly y Stiwell usaron el término probiótico para describir las 
sustancias producidas por un protozoario que estimulaba el crecimiento de otros 
microorganismos. 
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Posteriormente, Parker en 1974 describe a los probióticos con tres paiabras 

"para la vida", después en 1989 Fuller propone que los probióticos son un 
suplemento que tiene efecto benéflco sobre la flora intestínai de los animales. 
Actualmente, un probiótico es considerado como un aditivo usado en la dieta de 
hombre o animales, constituida por UM mezcla de Momasa microbiana. metaboiitos 
y enzimas que tienen efecto beneflco sobre la íbioiogía del huésped (Williams. 1991). 
Hay que destacar que el término probiótlco surgió. en oposici6n al antibiótico cuyo 
significado "contra ia vida" está bien definida y consiste en eliminar o en mantener 
a un bajo nivel la población de micmrganismos pat6genos o indeseables. 

Los probióticos cuyo signiñcado "en favor de la vid." pueden ser agrupados 
dentro de la categoría de compuestos promotores de crecimiento. Son todas las 
sustancias de carácter nutritivo. incluyendo los microoganismos e incluso los 
antlbióticos que gozan de esa dupiicidad antagónica de acción probiótica. según la 
especie anfmal. 

En el mercado existen dos grandes grupos: probióticos para humanos y 
probióticos para uso animal. en la mayoría de los casos se desconoce el 
funcionamiento de los probióticos, 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 digestión 
de alimentos; en algunos casos actúa como inhibidor de la carcinogénesis. 
incrementa en la resorción de caicio. decrece la intolerancia a la lactosa, ayuda en la 
síntesis de vitaminas y regula el sistema inmune (Havenaar y Josh. 1992; Havenaar 
yspanhaak. 1994). 

2.3.1. Importancia en la nutrtdón animai 

El papel de los probióticos en la dieta de animales se centra en la digestibiudad 
de los aiimentos así como de promover el crecimiento de bacterlas presentes en el 
rumen incrementando la producción animal (Camp, et al. 1995). 
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Además participan en la degradación de alimentos pocos digeribles (muy 

fibrosos o con alto contenido de celulosa), actuando como degradador primarb de la 
fibra, incrementando el número de bacterias celulolíticas del rumen contríbuyendo 
por otra parte en una mejor calidad y producción de leche (Williams, et al. 1991; 
Wiedmeier y Arambel, 1987). 

Durante años los aditbm biológicos. que se han venido incorporando a la dieta 
de animales (especiflcamente levaduras), deben tener la capacidad de adherirse y 
multiplicarse en las célula6 epiteliales. así como colonizar del tracto digestivo (Gfl- 
Rueda, 1997), por lo tanto los factores claves para utilizar los probióticos en forma 
exitosa son la presencia de microorganlsmos 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 reaiizado estudios con levaduras como los 
reportados por Williams. et al. en 199 1. También se han realizado estudios con 
hongos fiiamentosos como los estudios reportados por Males y Johnson, 1990; 
Tapia, et al. 1988 y Nisbet y Martin en 1990, en donde evalúan probióticos de 
cultivos ffingicos en rumiantes y proponen que los principaies efectos asociados a la 
utilización de estos cultivos son los siguientes: 

al Estimulan el crecimiento de los microorganismos del rumen. 
b) Incrementan la digestibilidad de los alimentos. 
c) Incrementan la producción de ácidos &rasos volátiles de cadena 

d) Promueven una mayor producción de leche. 
corta, propiónico, acético y butírico. 

En lo referente a los estudios de evaluación probi6tica. solo se han realizado 
bioensayos con bacterias aisladas del líquido ruminal como es el caso de 
Selenomonas rurnlnantfum, Megasphaera elsdenif y consorcios microbianos 
ontenidos del llquido ruminal, en donde se evalúa el crecimiento microbiano, 
producción de ácidos grasos volátiles, consumo de ácido láctico, estabiiidad al pH 
entre otros (Martin y Nisbet, 1990; Campos. et al. 1995; Wiedmeier y Arambel. 1987; 
Fuller. 1992 y 1989; Ramftez. et ai. 1994; Ramírez-Islas. 1995; Camp y Viniegra 
en 1995, Bryant, 1956 y Nisbet y Martin en1991. 
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Los estudios de evaluación probiótica antes mencionados solo pueden dar 
información a cerca de ias respuestas en producción de microorganismos benéficos 
y la producción de metaboiitos de fermentación, ya que en su mayoría son estudios 
"In oftro" y en algunos casos se ha reportado incremento de 16 a 51% de la nora 
niminal. 

2.3.2. Importurctp Industrial 

En los últimos años, se han reaiízado avances en tecnología de probióticos. los 
industriales saben que la ytüídad de estas sustanclas dependen de que exista un 
número adecuado de microoorganismos en ellas para que pueden formar una 
colonia en el tract0 gastrointestinal. y establecer una selección simbiótica con el 
animal huésped, por consiguiente el industriai busca que el producto tenga una 
vida de anaquel adecuada y buenas características de mezclado; de manera que su 
presencia en el aiimento sea homogénea, ya sea que, se adicione en raciones secas 6 
bien en el agua de bebida. 

De tal forma que la base teórica que apoya el uso de probióticos en la 
alimentación animal indica que los microorganismos con acción probiótica 
estabilfian el equiiíbrio intestinal microbiano, favoreciendo la absorción de los 
nutrimentos en el intestino delgado. 

Aunque parece lógica la acción de estos aditivos resulta diñcfl interpretar las 
evaluaciones sobre su verüadero vaior ya que existe una gran gama de variables que 
están involucradas en el proceso fermentattvo de la digestión. 

La documentación bibiiográfica sobre el tema es en ocasiones positivo. Sin 
embargo, existen trabajos que señalan resultados contradictorios. es decir, no 
proporciona beneficio aiguno. 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 encontró en ensayo con novillos que se 
mejor6 la ganancia en peso diaria. utiiizando un probiótico comercial (Yea-sacc). 
sin embargo, sus diferencias no fueron slgniñcawas, caso contario sucedto en los 
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estudlos de Deaville y Galbraitñ en 1990, en donde ut- cabras de engorda, 
toros, vacas y becerros altmentandolos con probiótícos y pastura, observando que 
con el solo uso de la pastura mejoraba la ganancía en peso de 0.5 a 0.80 kg. 
Wíiiiams en 1991 y Gómez, et al. 1990 demostraron que con el uso del probiótim 
Yea-sacc y un extracto de Aspergluus q z a e  puede haber un cambio pequeño en 
la composición de la dieta diaria de los animdcs me]orando su producción. 

Por otro lado Chademana. et ai. 1990, no observa cambios con el uso de 
levaduras como probióticos. en este sentido hasta el momento existen 
controversias si el uso de probióticos de tipo fúngico tiene o no efecto alguno 
sobre la digestión del rumiante. 

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

2.3.3. Probi6ticoe comercsplecl en México 

Actualmente se producen a nivel comercial probióticos compuestos en su 
mayoría por microorganismos vivos (Aspergillus oyzae, Saccharomyces cetevlsiae. 
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus lactis. Streptococcus thermophilus, 
Enterococcus faeclum. Biffdobacterium sp. Trichoderma hanianum entre otros), 
enzimas y metabolitos los cuales se encuentran microencapsulados, en aigunos 
casos están enriquecidas con cromo y selenio, los cuales tienen efecto sobre el 
animal que lo consume sea aves, cerdos 6 rumiantes (Williams, 1991; Campos y 
Viniegra, 1994 y Hoyos, 1997). 

Los principales probi6ticos comerciales en México son de exportación y el 
volumen comercializado (oferta) es diíícil de evaluar ya que no existen fracciones 
arancelarias específicas que los identifiquen. Sin embargo se encuentran en el 
mercado los productos que se muestran en la Tabla 2.4 (Favela y Gutiérrez, 1992; 
Aiitech de México. 1997). 
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En este estudio se probaron 3 probióticos comerciales, Lactoarcc con un 
contenido de 10 millones de UFC/g de Lactobacillus y Streptococcus 
microencapsulados, enzimas y cultivo de levaduras con 100 miilones de UFCIg de 
la cepa 1026. Yea- MCC 8417 cuyo contenido princlpal son 100 millones de UFC/g 
de un cultivo de Saccharomyces cerevlsiae. Yeo-wcc 1028, con un contenido de 2.5 
billones de ctlulaslg de las cepas de Saccharomyces cereuisiae 1026 y 8417 
respectivamente. 

T8bla 2.4. Probióticos comerciales en México. 

En la mayoría de los casos las características que debe cubrir un probiótico 
antes de ser suministrado a la dieta animal cubren los siguientes aspectos (Hose y 
Sozzi. 1991; Smith, 1991: Tapia, et al. 1988; Hayos, 1997). 

4 Ser PZQ pateeno para humanos y animaies. 
4 Fácil proliferací6n in vtb-0. 

4 Fácil proliferación in vivo. 
4 Promover un mayor crecimiento en los animales que io consumen. 
4 Estimular una mayor eficiencia en la utiltzación de numentes. 
4 Alta tolerancia a la bills y acidez. 
4 Productores de ácido iáctico. 
4 Alta tasa de sobre vivencia después del procesamiento (recuperación. iiofüizado). 
4 Ser adicionado en pequeñas cantidades aprox 2%. 

16 



2.4. Rumiante8 

2.4.1. Ddinidón y cidíicación 

La palabra rumiantes procede de la palabra latina, f(llp1pue. que significa 
vohrer a masticar; asl. los rumiantes son mamíferos que rumian. con pezunas y 
dedos pares. Los rumiantes se incluyen en la subclase denominada unguiad011 
( m d e r o s  con pezuíiasl y en el orden Arterlodsctyla (dedos pares) y el sub-orden 
ruminanti8 (Church, 1988). 

Existen muchas especies diferentes con diversos tamaños corporales. formas y 
colores, que se distribuyen sobre una amplia variedad de zonas climáticas y 
agrícoias. Su tamaño varia desde el ciervo-ratón HycmosCatii o trykiltis, muy 
pequeño, 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 alimentarla son los que 
pertenecen a la Familia: Bopidíe; género B0Vid.e taururr o mejor conocido como 
ganado doméstico, es un tipo de animal que puede consumir alimentos indigeribles 
por el hombre, como celulosa y nitrógeno no proteico, convirtiéndolos en 
nutrimentos disponibles para el hombre gracias a los microorganismos que viven 
simbióticamente en el rumen herbario. 

2.4.2. Anatomía del conducto gastrointe@t.inal de 1011 rumiante6 

Las características anatómicas y íisiol6gicas que permiten la fermentaci6n de 
los aiimentos en el sistema digestivo son: capacidad de estómago o el intestino 
grueso, un tránsito lento de los alimentos y un ambiente líquido amortiguado y 
pr-0 a la neutralidad, así como la eltmtnación continua de productos solubles de 
la fermentación. Dukes y Swenson. 1970. 

En este sentido la anatomía de los rumiantes se caracteriza por tener el tract0 
digestivo anterior ai duodeno dividido en cuatro compartimentos: a) Rumen, b). 
Omaso. c) Abomaso y d) Retículo. 
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El retículo sirve como cavidad de fermentación intermikdntqmen es otra 
cavidad de fermentación 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 conversión la realizan a través de carbohidratos, grasas y 
proteínas que dan origen a la producción de metano, ácidos p o s  volátdes entre 
otros. El omam súve como cavidad de absorcMn de agua y nutrientes hidnwolubles. 
y el abomaso como cavidad para la digestión péptica Church. 1988. 

Dentro de las funciones principies de la nimia que diferencia a los rumiantes 
de otros herbívoros se encuentran los siguientes aspectos: los materiales herbáceos 
son procesados dos veces dentro de la boca y dos veces dentro de los 
compartimentos del rumen antes de pasar al estómago; cuando la comida es 
primeramente ingerida, masticada. ensalivada y degiutida en esta condición 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 azúcares y ácidos 
orgánicos, Brock, et ai., 1987 y Josse, 1979. 

Los animales monógastricos se diferencian por tener un solo estómago que 
únicamente es capaz de dlgerir carbohidratos en forma de azúcares simples que son 
absorbidos en su torrente circulatorio. ya que en el se encuentran grandes 
cantidades de glucosa pero no de ácidos &rasos de cadena corta. Sin embargo en la 
sangre de los rumiantes el 90% de la energía la obtienen de los ácidos &rasos ya que 
son utiiizados por los tejidos corporales del rumiante, además de que juegan un 
papel decisivo para el suministro de precursores de la leche, Josse. 1979 y 
Kaufmann, 1983. 

De esta forma los ácidos grasos producidos durante la fermentación tienen 
diferentes usos, por ejemplo el acetato provee de una fuente no específica de 
energía, y puede ser sintetizado en ácidos gi-asos o cuerpos cet6nicos. El propionato 
regula la síntesis de la glucosa por el hígado y proporciona cerca de la mitad de 
glucosa total que entra ai metabolismo, por lo tanto es una fuente especifica de 
energía obtenida de carüohidratos y aminoácidos. no compartida por acetato y 
butirato. El butirato no es particularmente útil en la nutrición ya que puede dar 
origen a acetato através de canales metabólicos y participar en la síntesis de 
glucosa, Josse, 1979. 
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La acidosis es una enfermedad relacionada con la dieta de los rumiantes. 
causada por un aumento súbito en el consumo de carbohidratos de fácil 
fermentación. Por otro lado exlsten cambios en la población microblana del rumen y 
en los productos de la fermentación mismos que se absorciben en grandes 
cantidades en forma de ácidos grasos voiáüies y de ácido iáctico, con lo cual pasan 
al torrente sanguine0 y provocan acidosis sistémka. 

La prevención se centra en la adaptación gradual de dietas ricas en 
carbohídratos de fácil fermentación y en un manejo cuidadoso de la dfstrlbución de 
las mismas (Huntington, 1993 y Mffler, 1989). 

La acidosis esta deflnida como el estado de acidez patológicamente elevada de 
la sangre, en los rumiantes el término se ampiía para incluir situaciones de acidez 
en el rumen, dando origen a probiemas 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 etiología de la acidosis tiene dos fases importantes: 

1) Un aumento bNSc0 en el consumo de carbohldratos de fácil fermentación, 
seguido de una fermentación rápida en el rumen con formación de ácidos que 
alteran el perfil de la población microbiana del rumen. 

2) Absorción de ácidos hacia la corriente sanguínea que determina la acidosis. 

En el caso 1 generalmente se manifiesta cuando el animal consume 
concentraciones elevadas de carbohMratos intraceluiares, tubérculos o raíces que 
contienen azúcares, o cereales en grano que contienen aMdón. En primera 
instancia actúan las bacterias amiioiítícas. las cuales producen AGVs y lactato 
como productos de su fermentación. 
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Cuando aparece lactato en rumiantes alimentados con forrajes es 
predominante el L-Lactato. si hay un aumento súbito en el consumo de 
carbohidratos de fácil fermentación origina una acumulación de lactato en el 
rumen. y el cociente isomérico cambia en una relación 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 lactolíticas como es el caso de 
Megasphaem eisdenif. También pueden proliferar especies bacterianas y levaduras 
productoras de etanol; provocando una intoxicaci6n lo que explicaría en parte el 
comportamiento de los rumiantes afectados por la aciddasis. 

En el caso 2 Los ácidos producidos en el rumen son absorbidos hacia la 
corriente sanguínea, donde se acumulan y constituyen la base de la acidosis 
sistémica. El pH de la sangre desciende y se produce un desequilibrio de electr6litcm 
debido tanto a la perdida hacia la luz del iutestino como a elevadas concentraciones 
de ácidos. La alta osmolaridad del quimo y la diarrea determinan que la sangre 
pierda agua y el bazo libere eritrocitos en respuesta a un estres Bsiológico generai 
provocando hemoconcentración. En casos graves, la acidosis interfiere sobre la 
funci6n renal y transporte de oxígeno, produciendo la rotura de arteriolas 
periféricas. particularmente en las extremidades, hecho que se mrintfiesta como 
laminitis, infurosa. 6 acidosis láctica (Huntington, 1993 y Miller, 1989). 

Los tipos de microorganismos que se desarroiian y se mantienen en el rumen 
son aquellos que se han adaptado a las condiciones especíñcas del ecosistema, en 
este sentido los microorganismos que predominan son principalmente los 
sacarolíticos. seguido de protou>arios. hongos y bacterias celui6ticas. lactolíticas. 
amiiolíticas. proteoiíticas, metanogénicas. las que consumen lípidos, pecüna. urea y 
otros susfratos; 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 porcenbje (80%). del total de las bacterias del rumen 
son Sefenomonas rumfnantfum y Megasphaem eisdenli . Selenomonas rumlnantium 
fue 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 lactilíticas, cepas 
HD4, pC18 y GA31, además de cepas no fermentadoras de iactato variedad bryantii 
reportada por Martin y Rusell. 1988. 

Por otro lado la baja concentración de oxígeno en el rumen estimula a los 
microorganismos a desarroliarse en ausencia de oxígeno, llamados anaerobios 
obiigadas. Sin embargo pueden encontrarse. aunque en menor cantidad anaerobios 
facultativos. entonces el rumen es considerado como una cámara de fermentación 
en la cual la poblaci6n microbiana se encuentra en un medio de cultivo específico 
con las condiciones adecuadas para favorecer el crecimiento de la microflora 
presente. En la Tabla 2.5. se muestran las condiciones de crecimiento de 
micmxganismos en el rumen. 

"abia 2.6. Condiciones ambientales del rumen 
(P&ez-Gavilán, 1990 y Tokoyama y Jhonson, 1993). 

Temperatura 

Atmósfera 

38a42OC 

5.5 a 7.0 

Sistema anaerobio muy reductor. 
compuesta aproximadamente por 
65% de COZ. 27% de CHq, 7% de N2, 
0.6% de 02, 0.2% de H2 y 0.01% de 
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Tabia 2.6. principales mkmqanhmos que habitan en el m e n ,  

mmlnantlum Productoras de metano 
Methanobacterium formidcum I 

Pectlna 

Urea 

productoras de amoniaco 

Proteínas 
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3.1. ObjeuvOGeneral 

4E Contribución a la caracterizaci6n y evaluación de productos 
de FS como aditivos con actividad probiótica, empleando un 
bioensayo con la bacteria ruminal MegaspahemeilsdenlL 

4E Obtener productos de fermentación s6lida (FS) utilizando 
cepas silvestres y cepas tipo GRAS de hongos fiiamentosos y 
levaduras empleando como sustrato pasta de copra. 

4E Evaluar mediante un bioensayo con la bacteria Megasphaem 
elsdenii. el efecto probi6tico de los productos obtenidos por FS, 
comparando con probióticos comerciales. 

4E Contribuir a la identificación de compuestos provenientes del 
cultivo en medio sólido como posibles candidatos de actMdad 
probiótica, mismos que se podrían evaluar en estudios 
posteriores. 
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Materiales y Métodos 
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En esta sección se presenta la metodología y materiaies uüiizados. así mismo 
en la Figura 4.1 se muestra en forma generai la estrategia experimental usada para 
los diversos anáiisis realizados. 

Reactfváción y 
conservación de cepas 

con peiar de copra 

A d d o . ~ V o U ~  
Addol&ctko 

I 
Obtencion de pasta de copra fermentada 

con diferentes micmrganismos 

I 
Tratamiento de muestras 

BIomiiri / PH 

ExtraccIbn con disohrrntes de &rente polaridad 
R i M n  I 

Elección del mejor producto de 
FS con actMdad probiótica 

DE CQMPUIESTOS 
I 

FSmaSiVay 
Liofillzado 

Figura 4.1. Estrate@ experimental. 
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En este estudio se probaron 4 cepas de hongos íüamentosos y 2 de levaduras. 
Las cepas a y b que se muestran en la Tabla 4.1 tienen certificación de cepas tipo 
G W ,  la cepa c fue aíslada de pasta de copra en un estudio reaiízado por Flores y 
Garcia en 1995, la cepa d fue aislada del queso roquefortli en un estudio reaiízado 
por Pineda y Pérez en 1996. la cepa e fue obtenida del cepario de CBS - 2863 de la 
Universidad Autónoma Metropoiitana y la cepa f fue donada por el profesor Maríano 
Garcia Garíbay de esta misma Universidad. 

Tabia 4.1. Cepas empleadas dumnte el proceso de FS . 

La evaluación de la actividad pmbi6tica que se presenta en el Sección 7, se 
reaiizó con la cepa 390 de Megasphaemelsdenli, donada por la Colección Espaiiola 
de Cultivas Típo (CEm). 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 
arabínosa, celobiosa, dextrina, gaiactosa, fnulina, manosa ni raflnosa. El pH ñnal 
del culüvo con el empleo de glucosa o fiuctosa 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. c0nr;eiVsdón y rem&vadón &e ia8 cepu 

Las cepas de hongos y levaduras después de haberse propagado durante 72 h 
a 30" C sobre medio pasta de copra simple (PCS). se conservafOn en giicerol ai 50% 
a 4" C, Ver sección 4.2.1. Con este método de conservación se pueden aimacenar 
durante 1 año aproximadamente sin que se alteren las estructuras de reproducción 
de los microorganismos (Aquiahuatl- Ramos, 1989). 

1.- Preparar tubos de ensaye con tapa de m a  conteniendo medio 
PCS. esterilizar. inclínar el tubo y dejar soiidlticar. 

2.- Inocular por picadura con cada una de las cepas e incubar durante un 
periodo de 72 h a30" C.  

3.- Colonizada la superñcie del medio, agregar 5 mi de una solución de 
glicerol ai 50% previamente esterilizado durante 15 min / 15 lbs 121" C. 

4.- Sellar los tubos y aimacenar a temperatura ambiente o de preferencia 
en reírigeración. 

El cultivo de M. elsdenli. fue propagado por 48 h, se conservó en @cero1 ai 
40%. Ai giicerol utilizado se le acondicionó una atmósfera de Coz y N2 durante 5 
min y después se esteriiizó 15 min 15 lbs 121" C. Posteriormente se adicíonó, 1 ml 
de glicerol estéril a 1 mi de cultivo propagado bajo condiciones de esteríiidad y se 
guard6 a - 20°C. 

La reactivación de la cepa de M. elsdenli, se re&ó con el medio que se 
describe en la sección 4.2.2. realizando resiembras cada 24 h durante 72 h; para 
ello se tomó el 10 % del volumen del cultivo previo como in6cul0, es decir después 
de 24. 48 y 72 h. utilizando el último in6culo de 72 h para re-inocular en cultivos 
posteriores. 
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4.2. adbedim de cuitivo 

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

El c u l W  de M. eisdenü se real26 en condiciones anaerobias durante 35 h a 
37" C, con agitaci6n continua. Se tom6 como referencia d medio de cultivo 19 para 
Peptococcus, recomendado por la Colecci6n Española de Cultivos Tipo. En este 
estudio el medio de cultivo fue modíficado reduciendo el 75% de su fuente de 
nitrógeno y cambiando la fuente de carbono giucosa por ácido láctico. Ver Tabla 4.2 
y 4.3. 

4.2.1. Medio de cui- pun honlp# íiluneatomm y ievuiur8a 

Se utilizó agar de la marca comercial Bioxón y se p r e p 6  según las 
indicaciones de la misma. 

b) Medio FCS: 

Se prepara siguiendo la metodología que a continuaci6n se describe. 

1.- Pesar 300 g de pasta de copra en un matraz erlenmeyer de 2000 mi 
adicionar 1.5 iitros de agua destilada para obtener un volumen final de un 
litro de infusi6n. 

2.- Calentar 15 minutas con agitaci6n sin llegar a ebuiiici6n aprox 70" C. 

3.- Filtrar con gasa para separar los Sólidos más gruesos. 

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

6.- Adicionar un iítm de la infusión. mezciar y ajustar a pH = 5.4. 

7.- Esterilizar en autoclave a 121" C, 15 lbs/plug 15 mfn. 

8.- Vert& el Contenido del matraz en cajas pem y dejar soliciítlcar. 

Para inocular el sustrato pasta de copra (Sección 4.4b). se propag6 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 soluci6n ai 10% de Tween 80 estéril. 
Las esporas recolectadas se contaron en cámara de Neubauer, ver Sección 4.8.1. 

El medio de cultivo se prepara según los componentes de las Tabias 4.2 y 4.3. 

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

2.- introducir hasta el fondo del matraz una corriente de COZ, flujo para 
desplazar el OZ disuelto en la fase iíquida, y se espera a que el medio vire a un color 
rosa. en ese momento adicionar 0.5 g de ciorhídrato de císteína 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 reguiares 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 más sin ilegar a ebullición. 
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4.- Si el pH desciende muy rápidamente. por efecto del COZ, 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 comente de C a  . 

6.- Colocar 50 ml del medio de cultivo en ñascos seml6gicos con la ayuda de 
una pipeta. la cual deberá ser líenada con una atmósfera de (2%: seliar con tap6n 
de hule y arilio de aluminio. En el frasco serok5gíco deberá introducirse previamente 
una comente de COZ y ser llenado con el medio de cultivo. El llenado en frascos 
serol6gicos es únicamente para preparar el pre-inóculo y re- las cinéticas de 
fermentacih. 

6.- Esterilizar 15 min. 15 lbs, 121' C. 

7.- Corroborar que el contenido de los frascos serológicos estén en 
condiciones de anaerobickit3 (sin color). para posteriormente inocular . 

8.- inocular el contenido del frasco serol6gíco (50 ml) con 10 % de inóculo de 
M. eisdenü: obtenido as$. el pre-in6cuio. mismo que se incuba durante 24 h a 37" C. 

NOTA Algunos frascos sero16gicos fueron llenados con 100 ml de cultivo, 
mismos que se utilizaron para las cinéticas de fermentaci6n a los que se les agreg6 
(2 %) de probiótico, producto de FS o testigos. además del 10 % de un pre-inóculo 
de M. elsdenil. 

9.- Adicionado el in6culo y el aditivo a cada frasco serológico (100 ml), se 
mezcla y se retiran 5 ml mismos que se introducen en tubos de ensaye con tap6n de 
m a  (estériies y en condiciones de anaerobiósis) y se repite el mismo procedimiento 
hasta obtener los tubos necesarios para la realización de la cinética de 
fermentacion. 
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Tabia 43. Composición del medio de cultivo para la propagación de 
M. elsdenft 

Tabia 4.3. SduciOn de sales para el medio de M. eisdeníl. 
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4.3. Materias y sustratos utiHzado8 

a) Pasta de copra 

Se obtuvo de la Hidmgenadora Nacional S.A. de C.V de la Cd. de México. 

b) Pmbióticos comerci.ks 

Se evaluaron 3 pro?~ióücos comercfales Lacto-sacc, Yea-sacc 1026 y Yea-sacc 
84 17, obtenidos de la industria Aiitech de México. 

4.4. Condiciones de cuftivo en columnas de feermentación con aireación 
forzada y difusión simpk 

Los cultivos en fermentación sóiida se realizaron en columnas tipo 
Raimbault, como las que se ilustran en la Figura 4.2, con la variante de poder 
analizar C& y 02 durante el tiempo de fermentación mediante un dispositivo para 
medir los gases de la fermentación. 

Tapa mrlada 
___) parasddade 

Papeiflltro- tabormetro) 

Pastadecopra + 
Papelrntro + 

C I ennlrañor de gaaes S/an8íizador de g8eea 

Figura 4.2. Columnas tipo Raimbault con o sin dísposittvo para medir gases. 
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Las columnas se colowon sobre un burbujeador por medio del cual se hacia 
pasar aire humidíficado ai interior de la columna. proporcionando así, condiciones 
aerobias ai slstema. En la parte inferior de la columna se colocó una torunda de 
aigodón y sobre ésta un papel ffltro. que ímpedía que el material a fermentar pasara 
ai oríflcio inferior de la columna. 

NOTA En todos los casos la pasta de copra recibió un pretratamiento que 
consistió en un tamizado de partícula en una malla con tamaño de poro de 8 a 20. 
estandarlzando así el tamaño en un rango no mayor de 2.36 111111.. y se esteriikó a 
121' C, 15 lbs durante 30 min, así mismo las columnas de fermentación fueron 
esterilkadas con un aigod6n y papel ffltro en el interior de las mismas. 

a) Aireación por diprtsi6n simpk 

Humedad de la pasta de copra 
pH inicial 
Cantidad de inóculo 

Densidad de empaque 
*%I 

Temperatura de incubación 
Tiempo de incubación 
Aireación 
Tamaño de partícula de la 
pasta de copra 
g de materíai por columna 
de fermentación 
Diámetro de la columna 
Altura de la columna 

65% 
5.4 
Bocado de 1 cm 2 medio PCS / con 
crecimiento míceliar de 60 h de culttvo 
0.85 g/cm 3 
0.992 
30" C 
180h 
Dtfusión slmple 
> 2.36 mm 

130g 

3.6 cm 
20 cm 

El cultivo en esta etapa experimental. fue reallzado dentro de una incubadora 
marca Felisa, bajo las condiciones arriba mencionadas. En la Figura 4.3. se ilustra 
el tipo de columna usada, así como la colocación de las mismas durante el 
experimento. 
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Estas condiciones fueron utilizadas para evaluar el crecimineto axial de los 
diferentes hongos fiiamentosos en FS, siguiendo la metodología descrita por 
RaLmbault y Alazard en 1980. 

n n n  +- TERMOMETRO #)O C 

COLUMNAS EMPACADAS 

TAPOW DE ALQODON 

SOPORTE DE COLUMNAS 

Figura 4.3. Dispositivo empleado para la evaluación del crecimiento axiai en 
columnas. 

La FS con aireación forzada se reaiizó bajo las condiciones de cultivo. que se 
presentan a continuación; utilizando el dispositivo que se ilustra en la Figura 4.4. 

humedad de la pasta de copra 
pH inicial 
Cantidad de inóculo 
Densidad de empaque 

* a W  . Temperatura de incubación 
Tiempo de incubación 
Aireación 
Tamaño de partícula de la 

g de material por columna 

Diámetro de la columna 
Altura de la columna 

pasta de copra 

de fermentación 

60%, o lo indicado en el texto 
5- 5.5 

0.7 g/cm 3 
0.992 f 0.002 
30' C 
40 - 80 h (depende de cada cepa) 

> 2.36 mm 

lx 10 6 - lx 10 7 esporas/ml 

1 "k&m 

130 g 

3.6 cm 
20 cm 
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En la Sección 5 se r e a 6  un estudio bajo estas condiciones de cultivo. 
variando el porcentaje de humedad a 50,55.60 y 65 %, 

Q 

m I 

iD 
Figura 4.4. Dispositivo utilizado en la fermentación en medio sóhdo. conectado a 
un metabolimetro en donde: (1) Regulador de temperatura, (2) Termómetro, (3) 
Distribuidor de aire, (4) Columnas de fermentación. (5) Burbujeadores. (6) Baño de 
agua, (7) Columnas con süka gel, (8) Metaboiímetro. 

La metodología empleada para anaiízar los gases producidos durante la 
fermentación se describe en la Sección 4.8.10. 

4.6. Tntamicnto de mucmtras de producto8 obtenido@ por FS 

Los productos de fermentación obtenidos recibieron un pretratamiento antes 
de realizar los anáiísis correspondientes. mismo que se detaiia en la Figura 4.5. 
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Resuspender 1 Kg en 12.5 16 de 
agua destilada y  agita^ 1 hora 

I 

lpmdl- a@ m 

yagitar30min 
I 

Filtrar en maüa de I 
serlgrafia de 120 puntos Filtrar con papel 

Filtrado - 86lidm(deoeCbu) dan Filirado No 45 

I I 
FIRIW en' p~ipei 
Whatman No 43 

Burbujeafcon coz 
durante 10 min 

I L Filtrarcon embrana 
iJli~-afiltraclón con membranaa de 

30.000 Daitons de 0.45 Nrn 

I 
Adicionar 2% al culüvo de 

Megasphaemeisdenti 
a 30,000 Daltons 

Concentrado putícuiu mayores 
a So. o00 DdtoP. @aechu) 

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

4.5.1. Preparación de pmbióticos comerciales y productos de FS para en 
anáiimio de actividuí probi6tica 

Los productos obtenidos por FS. se secaron a temperatura ambiente hasta 
que perdieron su humedad. Los probi6ticos comerciales y productos de FS se 
prepararon bajo la técnica reportada por Nisbet y Martin en 1990, descrita a 
continuaci6n e flustrada en la Figura 4.6. 
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1.- Resuspender 4 g de probiótico 6 producto de F S  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 fltrado resultante se burbujea con C02 durante 10 min. 
6.- El líquido burbujeado se este- por filtración utilizando una membrana 

Millipore de 0.45 pm, mediante el empleo de una jeringa estéril de 5 ml. 

NOTA: Todo el proceso se reaiiza en una atmósfera anaerobia y en condiciones de 
esterliidad. 

6.- El filtrado se deposita en un frasco estéril que previamente se le 
acondicionó una atmósfera de COZ . 

Fütrar 
papclmatman h . 4 5  

Figura 4.6. Preparación de probióticos comerciales y productos de FS. 
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Evaluados todos los productos de FS se eiigló el que presentó mejor actividad 
probiótica realizando para eiio una nueva FS (Ver sección 5.3). As1 se obtuvo 
aproxlmadamente 1 Kg del nuevo material fermentado. mismo que se seco y se trató 
de la siguiente manera: 

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

bl Se adicionaron 12,5 Its de agua destilada. se agit6 por 1 h y se ffltró ai 
vacío en una malia de serigrafía de 120 puntos, encontrándose después del iiltrado 
28 gl l  de didos solubles. 

c) Posteriormente se iiltró en papel Whatman No 43 y se obtuvieron 10 Its del 
ffltrado que corresponden al 80 % de partículas en suspensión, el 20% restante 
fueron perdidas. 

Posteriormente los 10 Its obtenidos se Rltraron con membranas de 30.000 
Daltons usando la técnica de ultraffltración. método que permite aislar los 
microorganismos de un lfquido o de una suspensión. liberando únicamente 
partículas en soluci6n. 

4.6.2. Técnica de uitrafiitraci6n 

Esta metodología se utlllzó como un paso previo ai llofilízado del producto de 
F 3  elegido. Se ulltzaron membranas de 30 O00 Dahs (SupertiCie = 60 x 600 cm 21, 
18°C de temperatura y un flujo de 1 O ml/min. 

Procedimiento de ia técnica: 

1.- Colocar en la cámara que contiene el equipo un máximo de 10 membranas 
para ultrafiltración de 30,000 Daitons, intercalando en cada caso un separador de 
membranas. 

2.- Cerrar la cámara a presi6n y colocar las mangueras de entrada y salida del 
filtrado. 
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3.- Realizar una prueba de i n t m  con agua destilada, este paso es de 
interés ya que se comprueba si el equipo esta Ubre de fugas, tanto en mangueras y 
manómetros. Si no existen fugas continuar con el paso 4. de lo contrario iniciar 
el proceso (el equipo trabajo con un presión de 10 lbs). 

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

6.- Se obtienen dos soluciones: Un permeado que contiene partículas 
menores a 30,000 Daitons, y un concentrado que contiene partículas mayores 
a 30.000 Daltons. 

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

Con este tratamiento de los 10 Its iníciales se recuperaron 5 Its (permeado), 
encontrándose inmersos sólidos solubles < a 30.000 Daitos. Posteriormente se 
liofillzaron los 5 Its obteniendo 150 g de Sdiidos solubles. El iiofikado se realfió en 
el centro de productos bióücos (CEPROBI) de la UNAM, en Yautepec, Morelos. 

4.6. Evaluación de la actividaá probiótica 

Los experimentos con productos de FS y probióticos comerciales se evaluaron 
mediante el análisis de biomasa por densidad óptica. ácido láctico (equipo YSI 
modelo 2700). ácidos grasos volátiles, propiónico, acético y butírico (cromatograña 
de gases) y pH. Los experimentos se hicieron por duplicado tomando muestras a 
intervalos de tiempo regulares durante 35 h de cultivo. La temperatura de 
incubación fue de 37°C (Campos y Viniegra. 1995).Ver detalle de las técnicas en la 
Sección 4.8.2R 4.8.6. 4.8.8, 4.8.9. 

4.7. Tratamiento de muestra6 replludo para probar el efecto prOMótic0 

Las muestras obtenidas del cultivo con M. eisdenii se procesaron siguiendo el 
esquema que se presenta en la Figura 4.7. 
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Centrifugar 5000 rpm 
durante 20 min. 

'I" 
Mezclar con 100 p1 de 

Sedimento 
I 

-1 
Sobrenadante 

I 

Figura 4.7. Esquema del tratamiento de muestras provenientes del cultivo con 
M. eisdenll para ia evaluación de la actividad probiótica. 

4.8. Técnica# analíticas 

En esta sección se describen a detalle las técnicas anaiíticas utiiizadas en 
este estudio. 

4.8.1 Conteo de esporas. AOAC. (1987) 

1.- Se parte de una suspensl6n de esporas contenidas en una solución ai 10 % de 
tween 80. 
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2.- Se coloca una gota de la suspensión en ambos extremos de la cámara de 
Neubauer y se procede al conteo de esporas. 

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

4.- Si la muestra esta muy concentrada se recomienda hacer diluciones 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. 

6.- Obtenido el conteo se saca el promedio general de las esporas contadas. 

cb-ulocr: 

volumen de a cámara) x (dilución) = Esporas por mi de solución. 
NO de esporas por cuadro (promedio) x 25 (No de cuadros de la cámara) x (10 4 

4.8.2. pH. AOAC. (1987) 

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

a) Muestras Sóiidas. AOAC, 1987. 

Para el caso de las muestras provenientes de la fermentación Sóltda se procede 
de la siguiente manera: 

1.- Se calibra el equipo con estándares 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 mi de agua destilada y homogeneizar con la 
ayuda de un agitador magnético durante 1 minuto. 
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3.-Medir el ~Hdirectamente en la suspensibn acuosa resultante. 

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

bl Muestras ííquida6. AOAC , 1 987. 

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

4.8.3. Pérdida de materia 6cca (PMS). AOAC. 1987. 

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

2.- Pesar la columna con el materiai a fermentar. 
3.- Pesar la columna con el material fermentado al finai del proceso. 

fermentar. 

Para reaiizar los cálculos es necesario conocer también la humedad inicial y 
flnal del producto, para conocer la materia seca al final del proceso, ver Sección 
4.8.5. 

CBfCnl~e: MSI - MSFI MSI x 100. 

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

4.8.4. Actividad de agua pr.AOAC. (19871 

Se re& en un equipo marca AQUA-LAB modelo CX-2 

1 .- Caiibrar el equipo con agua destilada (depositar en una charola provista 
por el equipo). hasta que en la pantaiia indique UM actividad de agua de 1 .  
2.- Colocar 1 g de muestra y extender en una charola. 
3.- Introducir la charoia en el orificio del equipo y cerrar el compartimento. 
4.- Cuando se escuche la alarma que indica el término del proceso, el equipo 
reportará el resultado en la pantalla. 
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4.8.0. iiumedrd. AOAC, 1987. 

1.- Pesar 1 g de materid de estudio y depositarlo en un recipiente (vaso 
de precipitado 6 charola de aluminio), que previamente se llev6 a 
peso constante y anotar su peso. 

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

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

4.- Pesar el recipiente y anotar el resultado. 

c6lcdo8: P1- P2/P1 x 100 

En donde: P1= Peso del recipiente con muestra al inicio del proceso. 
P2 = Peso del recipiente con muestra ai Mal del proceso. 

4.8.6. Bionusa (Densidad óptica) 

Se cuantificó la producci6n de biomasa microbiaaa en un espectrofot6metro 
marca Shimatzu, empleando la técnica de turbidimetría a una longitud de onda de 
660 nm reportada por Campos y Viniegra. 1995 y Ramírez-Islas, 1995. Se utilizó 
como testigo agua destilada y filtrada y se analizaron muestras a intervalos 
regulares de tiempo. 

procedimiento: 

1.- Obtenida la muestra del cultivo con M. eisdenlt (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 AGVs y ácido Hctico. 
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3.- Resuspender las células en 5 mi de agua destilada y filtrada, agitar con 
ayuda de un vortex. 

4.- Programar el equipo y caiibrar con agua destilada y filtrada para e a r  
lecturas a 660 nm. 

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

4.8.7. B i o w a  Peso accol. AOAC. (1987). 

Para conocer la concentración de biomasa de M. elsdenü se reallzo una curva 
patrón a partir de un cultivo de 20 h de incubación con un volumen de 500 mi, se 
tomaron muestras de 1 a 8 mi en tubos de centrífuga, que previamente se llevaron a 
peso constante. Los resultados de la curva patrón de conversión de (DO) en 
concentración de biomasa para el culttvo de M. elsdenii, se presentan en la Figura 
4.8. 

1.2 

y= 2.5108~ + 0.- 
3.0.990 c 

O o. 1 0.2 0.3 0.4 
Camentradón de bkwnasa (@I 

Figura 4.8. Curva patrón de conversión de densidad 
óptica a concentración de bíomasa (en peso seco). 
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Con la obtención del peso seco de las células se construy6 una c u m  pk6n  
de peso seco de biomasa/mi contra la densidad óptica (D.01, 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 relación es llneal entre ambas. También se presenta la ecuación de regresión 
Uneal con su correspondiente coeficiente de correlación el cual indica que el ajuste 
realizado es conflable. 

4.8.8. Actdo L-IActico 

Se realizó con un equipo automatizado marca YSI. modelo 2700 que tiene la 
capacidad de medir ácido láctico y giucosa, detectando concentraciones a bajo de 
0.5 g/L. El equipo posee controles de ácido láctico y glucosa: la muestra problema 
se introduce en un tubo capilar provisto por el equipo, el cual absorbe 20 pl de 
muestra y reporta los resultados en un lapso no mayor a 2 mLn. El YSl posee un 
Sensor enzímático que detecta una o muchas reacciones catalíticas que dan como 
producto final peróxido de hidrógeno (H202). el cual es oxidado 
electroquimicamente. Dependiendo del análisis que se realize se cambia la 
membrana del equipo, en este estudio la enzima L-Lactato oxidasa fue inmovfllzada 
en la membrana de L-Lactato del equipo YSI. Ref. Manual de operación del equipo 
YSI. 

La reacci6n es la siguiente: 

proabimiento: (Equipo enzímático YSI). 

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

%Separar el sobrenadante con la ayuda de una Jeringa y fiitrar 
con membrana de 45 p (colocar 1 ml en un tubo Eppendorf). 
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3.- Si se sospecha que la muestra tiene una concentración mayor de 0.5 g/L. 
se recomienda hacer una diluci6n; esto con el propósito de no rebasar la 
lineaiidad del equipo. 

4.- Encender el equipo y calibrar con un estándar de glucosa 2.5 g/L 
y L-Lactato 0.5 g/L. El equipo indicará en la pantaiia si esta listo para pmsar .  

6.- Insertar el tubo que contiene la muestra en el capilar el equipo y 
esperar a que aspire 20 p1 de su contenido. 

6.- El equipo reporta automáticamente el resultado. 

4.8.9. Acid08 grasoe voiAtUe6 (AGVs). AOAC. (1987) 

La cromatograh cuantitativa se basa en la separación de los componentes 
de una mezcla de sustancias a través de las diferencias de aíinidad con el soporte 
con el que esta empacada la columna. En este estudio se midió la aparición de 
ácido acético, propi6nico y butírico, producto del consumo de ácido iáctico que se 
uso como fuente de carbono. 

Se utilizó un cromatografo de gases marca Varian, provisto de un analizador 
automático adaptado para 48 muestras, conectado a un integrador marca Varian. 
Se utilizó un detector de lonización de flama y se utilizó una columna de aprox 
1.6 m de iargo que consiste en un tubo de acero inoxidable de 1 / 8 de puigada. la 
columna fue llenada con porapac, las condiciones para el análisis 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 ácido 
propiónico, acético y buüríco; las muestras se diluyeron a 0.5 g/L para prolongar 
la vida útil de la columna y se lavó la columna con una solución de acetona:ácido 
clorhídrico 3 N a intervalos de 4 muestras. Los tiempos de retención tipicos de los 
ácidos &rasos anaiizados y la técnica detaiiada se presenta a continuación. 
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Acldo acético 
Acid0 pmpiónico 
Acldo butírico 

0.87 

1.55 
2.36 

procedimieato: 

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

2.- Separar el sobrenadante con la ayuda de una Jeringa y filtrar con 
memhrana de 45 p coiocar 1 rnl del filtrado en un tubo con tapón de rosca, 
provisto de una membrana de hule para evitar la volaüiización de los compuestos. 

8.- Adicionar 300pl de una solucfón 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 válvula del tanque de N2 
para estabilizar el equipo. 

0.- Encender la flama del equipo, para ello se abren las válvulas de los 
tanques de hidrógeno y aire, oprimir la tecla Shiff-Ignite (20 se@ y esperar a que en 
la pantalla aparezca que la fiama esta encendída (verificar con la tecla Status). 

6.- Dejar estabillzando el equipo por 12 h. 

7.- Encender el integrador y programar atenuación = 16, velocidad de carta 
0.5, tiempo de integración 3.5 min, Nivel loo0 f 2. observación del ruido no 
mayor a 50. 

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

8.- Iniciar la pmgxzunaclón y reportar los resultados. 
columna. 



4.8.10. Anitirir de gasta w e t r o )  

El metabolímetro o caiorimetro es un sistema de medición que tiene como 
prophito medir el metabolismo basal de algún ser viviente (Durken, 1979). 
midiendo fundamentaimente las concentraciones de los gases fisiológicos (Oxígeno 
y bióxido de carbono) durante el ciclo de respiración; pensando que el metabolismo 
basal es principaimente un proceso de combustión observable por el consumo de 
Oxígeno y producción de bióxido de carbono (Cadena. et ai. 1993). 

El equipo utilizado fue desarrollado en la Universidad Autónoma 
Metropolitana Unidad Iztapaiapa; consta de un detector !nfrarrojo para C02 y un 
detector paramagnético para 02. Es un sistema de anáiisis térmico y defiección 
basados en la fuerte afinidad de 02 por un campo magnético y un medidor de flujo 
de la mezcla de gases que entra ai sistema. El equipo esta provisto de una 
computadora que permite realizar la caiibración automática de los detectores, la 
programación de la Erecuencia del análisis y almacenamiento de datos de forma 
contínua con capacidad para 11 muestras. 

La calibración se reallza cada 4 h mediante el suministro de flujo de N2. y de 
una mezcla de concentraciones conocidas de COZ y @. El programa almacena en 
forma de tablas los resultados del anáiísis de Coz y 0 2  en porciento. y el flujo del 
gas en mi/- (Saucedo-Castaiieda. 1991 y Saucedo. et ai. 1996). 

El análisis se llevó acabo en columnas de fermentación tipo Raimbault 
descrltas en la Sección 4.4b. monitoreando la producción de C02 y 02 durante un 
período de 120 h. 

4.9. Identiñcación q-ca de compuesto6 

La identificación de los componentes de una mezcla impllca. primero, la 
separación de ellos en compuestos indMduaies y. segundo la caracterización de 
cada uno de estos últimos, e8 por ello que la separación 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 anáiisis químicos para determinar las estructuras o 
compasldón de un material de estudio deben ser selectivos o tener un grado de 
sensibilidad elevado para asegurar que los resultados sean confiables. Para la 
identiticación de grupos funcionales de moléculas presentes en un probiótico se 
uülizaron las técnicas que a continuación se describen. 

Para ello se partió de 120 g de un producto de FS elegido (fermentado sólido 
con P. roquefortri) realizando extracciones sucesivas con disolventes de diferente 
polaridad, purificación de compuestos e identfficación química. 

4.9.1. Extmxi6n con dhioivcntcs de difimnte poiaridaá 

Se realizaron extracciones con Hexano, Acetato de etilo, Etanol y Agua (Ver 
Tabla 4.41, el método consiste en extraer mediante un extractor de flujo continuo 
los compuestos producidos durante la fermentación sóiida siguiendo 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 mi que contiene perlas de vidrio (parte inferior), y en la parte superior del 
soxtler colocar un refrigerante, sujetar estos materiaies a un soporte (Ver Figura 
4.9). 

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

4.- Si el disolvente ebuiie pero no refluja. colocar papel aluminio en las 
paredes del soxtler para conservar la temperatura y permitir que se evapore el 
disoivente y empiece a recircular. 

6.- Esperar 24 h a flujo constante y cambiar de disolvente (Acetato s 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 mi y 
concentrar con la ayuda de un rotavapor, reabar el mismo procedimiento 
para las extracciones sucesivas 

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

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

Tabia 4.4. Características de los dlsoiventes uüiizados. 

Refrlgerante 

:.v.. . . . . . . . . . . , . . . . .: i.. .;: ..:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.:.?:.:.:.:.:.. ................. 
COHCEHTRACIOW 
E H  W O T A W A P O R  

Figura 4.9. Extracción con dimiventes. 
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Del producto inicial (120 g I ,  se recupeararon 0.32 g del extracto con hexano, 
0.71 g del extracto con acetato de etilo. 7.42 g de extracto etanóllco y 97.75 g de 
extracto acuoso. A cada uno de los extractos se les reallzó el análisis de actividad 
probiótica descrito en las Secciones 4.8.2b. 4.8.6, 4.8.0 y 4.8.9. 

4.9.2. Puriñcadón de comgmeet(w 

Se utilizaron columnas gravitatortas compactadas en seco con gel de sílice 
marca Merck en dos tamanos de malla, 35-70 (0.2-0.5 mm) y 230-400 (0.040-0.063). 
Se emplearon dlsohrentes de grado industrial y se purificaron por destilación a 
través de una columna de rectificación. La elución de los compuestos se hizo 
utilizando un gradiente de piaridades, comenzando con hwcano puro y mezclas de 
hexano- acetato de etilo, acetato de etilo. acetato de eülo- etanol, etanol, etanol- 
agua y finalizando con agua. 

Se reaiizaron cromatograffas en capa fina sobre soporte de vidrio, empleando 
gel de síiice marca Merck 60 GF 254. revelando con luz ultravioleta de onda corta y 
onda iarga (254 - 365 nm) y mediante el empleo de vapores de iodo. 

La purificación consiste en el aislamiento de compuestos a partir de 
extracciones sucesivas con disolventes de &Unta poiaridad. para este fin se utilizó 
la técnica convencional de cromatografía en columna gravitatoria, cristaüzación y 
cromatografía en capa ñna. La confirmación de un compuesto puro se realiza por el 
anáiísis de punto de fusión y se compara en tablas. 

Obtenido el concentrado de interés se procede de la siguiente manera. 

a) Cromatognaña en colunriu gravitatoria 

1.- En una columna cromatográfica de 50 cm de largo por 4 cm de diámetro 
(Ver Figura 4.101, colocar una cama de algodón de aprox 0.5 mm de espesor y 
empacar con gel de síiice marca Merck de tamaxio de partícula entre 0.2 - 0.5 mm, 
hasta una altura de 5 cm. 

2.- Agregar gel de síiice marca Merck de 0.040 - 0.063 mm hasta una altura de 
20 cm aprox, y colocar una cama de algodón 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 
porción de gel de sílice). 

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

NOTA: En este estudio se eluyó con las siguientes mezcias de &solventes: 
Hexano ( 100%). Hexano-Acetato (80:20), Hemno-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 (loo%), 
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 mi de cada elución en un matraz bola de 700 mi y concentrar 
en rotavapor. Este concentrado corresponde a una fracción. 

6.- 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 adición del disolvente debe ser de lo menos polar a lo más polar, 
considerando que la gel de síiice 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 cromatografía en capa fina para observar los 
componentes presentes en cada fracción y poder agrupar algunas fracciones que 
presenten el mismo corrimiento en placa. 
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+ Geldemke 
0.2 -0.5 mm 

Figura 4.10. Cromatograíh en columna gravitatoria. 

bl CristPlizadón 

La cristaiizaci6n se puede obsenrar cuando se ha evaporado por completo el 
disolvente contenido en el vaso de precipitado (Punto 6 de la técnica anterior). La 
cristaiización no se presenta en la mayoría de los casos, pero es indicativo en 
ocasiones de la presencia de un compuesto puro y significa el final de la 
purificación. Cuando no se presentan cristales, se r e a h  una cromatografía en 
capa fina, en donde se pueden agrupar por bloques las fracciones que presenten las 
mismas características cromatografícas y se procede a una nueva purificación en 
columna gravitatorla. Obtenidos los crlstales se somete la muestra a una análisis 
de RMN 1H y 1%. 
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c) Cromatograña en capa fina 

Las placas cromatográficas se reaiizan empleando gel de sílice marca Merk 60 
GF-254 sobre soportes de vidrio, la técnica se presenta a continuación. 

1.- Preparar una placa cromatográfica con gel de sílice Merk GF-254. 

2.- Seca la placa cromatográfica y con el uso de capilares se toman pequeñas 
muestras de las fracciones obtenidas, y se colocan en la placa. Las muestras deben 
eluirse con el disolvente adecuado según la polaridad de los productos a separar. 

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

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 fracción 
representado por manchas de color fluorescente bien definidas. 

5.- La placa cromatográtlca también puede ser revelada con vapores de lodo, 
en donde se observan manchas de color caíé. 

4.9.3. Identificación de c<pmpuestos 

La elucidación estructural de los metabolítos aislados se efectuó mediante el 
empleo de técnicas espectroscópicas utilizando un equipo de resonancia magnético 
nuclear (IH, I%), Gemini 200 mama Varian. Los puntos de fusión fueron leídos en 
un aparato Fisher-Johns y no están corregidos. 
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Resultados y Discusión 
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5.1. ADAPTACIÓN Y CRECiMIENTO DE CEPAS EONGOü FiLAMENTOso6 EN 
DOS MEDIOS DE CULTIVO (PDA Y PCS) 

En esta parte experimental se presentan los resultados de adaptación de 4 
cepas de hongos fiiamentosos al cultivarse en medio PDA y pasta de copra simple 
(PCS) durante 120 h a 30" C. Se analizó el crecimiento radial, axial y la 
cuantiflcación de biomasa en ambos medios de cultivo. Así mismo se r e m ó  una 
isoterma de adsorción de agua de pasta de copra para conocer la humedad y 
actividad de agua idónea para realizar cultivos en fermentación sólida. 

5.1.1. Crecimiento tpdlal en a j a  Petri con m d a s  PDA y PCS 

En las Figuras 5.1 y 5.2 se muestra el crecimiento radial de 4 hongos 
íilamentosos; cuyo objeto fue medir la capacidad de invasión micellar en un medio 
de cultivo para hongos (PDA) y en un medio de infusión pasta de copra simple 
(PCS), siendo el modelo de estudio cajas Pew de 1 O cm de diámetro. 

O 20 40 60 80 100 120 
mempo (h) 

Figura 6.1. Crecimiento ram en medio PDA de (A) P. roqueforüt, (+)R. nlgricans. 
( X ) A. oryzae 2094, ( X ) A. oyzae 2095 incubados a 30" C en cajas Petri. 
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En la Figura 5.1 se observa que la cepa de R. nfgrlcans es la que tiene una 
lnvasi6n micellar más ráplda. teniendo un comportamiento slmllar la cepa de 
P. toqu@..f misma que presenta su Ease exponential entre las 20 y 60 horas de 
cultivo. Respecto a las cepas de A. oqzae 2094 y 2095 mostraron un perfii muy 
similar durante el cultivo, siendo estas las de menor lnvasi6n micellar. 

Hay que destacar que estos resultados cofnclden con los reportados por 
Pineda y Pérez en 1996, en donde 0bsexva.u que la cepa de R. nfgricans y P. roquefortu 
son las que invade en menor tiempo el sustrato, así mismo Flores y García en 1995 
reportan que las cepas que tleneri mejor velocidad de crecimlento radial son 
Rhtzopuscon 3.11 cm/día,Aspergüius 1.93 cmldíayPenlclllurnO.l4cm/día. 

pisurr 53. Crectmiento radial en medio PCS de-(A) P. roqueforar, (*)R. nlgrlcans. 

( X ) A. oqure  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 p(=s en donde se observa 
que todas las cepas tienen un perfii de crecimiento micellar similar al de la Figura 
5.1. Sin embargo hay que destacar que en todos los casos la invasión en caja Petri 
se manifiesta en un periodo de cultivo más corto (50-70 h). lo que indica que el 
medio PCS tiene probablemente más nutrientes disponibles, propios de los Sóiidos 
solubles de la pasta de copra. 

El crecimiento radial expresado anteriormente es un método básico para 
estudiar la fisiología de los microorganismos. El diámetro de las colonias y la 
velocidad de crecimiento radial (VCR) son parámetros empleados en diversos 
estudlos microbiológicos como los reportados por 'iWnci en 1969. en donde 
menciona que la velocidad de crecimiento hifal en hongos tiene un comportamiento 
lineal y que puede ser expresado en término de velocidad empleando para elio las 
pendientes propias de cada cepa. obteniendo así las velocidades reales de invasión 
miceliar en cultivos de hongos filamentosos. En la Sección 5.3 se presenta la 
comparación de las velocudades de crecimiento radial de cada cepa evaluada en 
medioPDAypcS. 

6.1.2. Crecimiento axid en columnas de F% empluwlo difbi6n rimpk 

La capacidad de invasión observada ai realizar el anáiísis de crecimiento axial 
y crecimiento radial coinciden en ambos casos, sin embargo hay que resaitar que en 
el cultivo axial se esperaba una invasión total en las columnas, sin embargo no se 
presentó así debido posiblemente a que este tipo de anáiísis se realizó por difusión 
simple (sm aireación 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 impidió posiblemente. que los microorganismos 
perdieran la capacidad de invasión, ya que es sabido que necesitan un mínimo de 
humedad y actividad de agua para realizar sus actMdades metabólicas. Con ello se 
puede justificar que el crecimiento axial en columna no result6 el esperado 
(invasión completa). 
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Figura 5.3. Crecimiento axhl en columnas de fermentación, aireadas por difusión 
simple. En donde: (A) P. quefortu, (e )  R. rügricans, ( X  ) A. oyzae 2094, 

( m ) A . o y z ~ ~ ? 2 0 9 5 .  

En la Figura 5.3 se expresan los resultados de crecimiento axial en columna 
de FS con pasta de copra por difusión simple, observado que la cepa de R. n4rIcans 
invade completamente la columna al final del cultivo. Las cepas restantes presentan 
una invasión más lenta en una cuarta parte de la columna y no presentan invasión 
aparente desde las 60 h. 

Con este estudio se pretendía conocer la adaptación de microorganismos al 
sustrato (pasta de copra), sln embargo los resultados hacen suponer que es 
necesarlo que los microorganismos se encuentre en un ambiente idóneo para 
realizar su funciones metabóllcas y que la hitante en este tipo de procesos es 
entre otros, es la hita de una aireación constante durante el cultivo. 
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5.1.3. compurdón de k velocidad de crecimiento - y radial 

En esta sección se presenta la comparación entre las velocidades de 
crecimiento axhi y radial de las 4 cepas probadas, tomando únicamente los valores 
de la pendiente en cada caso. 

En la Figura 5.4 se muestra la velocidad de invasión 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 peM son las mismas que invaden con mayor rapidez el sustrato 
(Figura 5.5). 

a 
e: 
1 1.8 
f 1.6 
o 1.4 

E 1.0 
E 0.8 

0.6 
0.4 

\ 

E 2.0 

L 3 1.2 - 

g 0.2 j 0.0 

A 1 

A B C D 
CEPAS 

Figura 6.4. Velocidad de crecimiento radial en un culthro de 120 h a 30" C de las 
cepas (A) R. n4ricans. (B) P. toqueforEll. (C) A. 01yzae 2094 y 0) A. q z a e  2095. En 

donde: medio PDA y medio Pcs 
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Figura 5.6. Velocidad de crecimiento axlal en un cultivo de 180 h a 30" C en pasta 
de copra en donde: (AI R. nigrlcans, (Bl P. mquefortu, (C) A. on/- 2094 Y 

(D) A. oyzae 2095. 

Con el anáiísis de velocidad de crecimiento axíal y radial expresado con 
valores de la pendiente es posible seleccionar las cepas de hongos filamentoms a 
utilizar en cultivos en medio sólido, así mismo es indicativo del comportamiento y 
adaptación de las cepas a un sustrato determinado, por ejemplo la velocidad de 
crecimiento radíai 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 invasión micellar. Según Trlnci en 1969 menciona que existe una 
variación de la densidad de la colonia dependiendo del habitat en donde se 
encuentre el hongo filamentoso, existiendo mayor extensión y diámetro de la 
colonia en sustratos con mejores nuúientes de donde adquieren la fuente de energía 
necesaria para realizar sus funciones metabólicas. Así mismo menciona que las 
colonias de hongos nunca tiene una densidad mayor que las bacterias o levaduras y 
la causa prlncipal es probablemente porque en la fase hifal existe una limitación de 
oxígeno. 
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5.1.4. Producción de M- en caja petri 

En la Figura 5.6 se expresa la producción de biomasa al hal del cultivo en 
dos medios de cultivo, en donde se observa que existen diferencias marcadas al 
utilizar uno u otro medio, indicando que easte mejor adaptación de los 
microorganismos en medio PCS. También se puede apreciar que la producción de 
biomasa es de 2 a 3 veces mayor en el medio PCS que en el medio PDA. Sin embargo 
al relacionar densídad de biomasa con la velocidad de crecimiento radial no existe 
ninguna correlación. caso específico el de la cepa de R. nlgrlcans, así mismo las 3 
cepas restantes mostraron una velocidad de crecimiento más lenta pero su 
producción de biomasa fue mayor. 

a 0.4 

0.3 
\ 

j O.* 
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a0.1 

O 
A B C D 

Cepos 
Figura 5.6. Cuantificación de biomasa en dos medios de cultivo (0) PDA y [B) PCS 
después de 120 h de cultfvo en donde: A) R. nigricans, B) P. toquefortu, C )  A. oryzae 

2094. C) A. q z a e  2095. 

El anáiisis de producción de biomasa es importante ya que muestra en primer 
lugar la adaptación de micmrganlsmos a diferentes tipos de sustratos y en segundo 
la capacidad de reproducción de los mismos. 

En procesos de FS se requiere que el microorganismo a utilfiar tenga una 
alta producción de Momasa, con ello se garanüza que al mezclar el sustrato con el 
inóculo únicamente se encuentre presente el microorganksmo de estudio. 
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5.1.5. Imterma de admruión de agua 

La capacidad de adsorción de agua de un sustrato es indicativo de la 
capacidad de retener agua suficiente para que un microorganismo pueda realizar su 
funciones metabólicas en sistemas de baja actividad de agua. Esto es importante, 
puesto que el crecimiento, esporuiación. producción de enzimas y metabolttos están 
directamente influenciados por la (Gems, et ai. 1988). 
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Figura 5.7. Isoterma de adsorción de agua. 

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

Con la isoterma se determinó la susceptibilidad del sustrato para ser utilizado 
en la fermentación sólida 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 eltgió la humedad de 60 % y % 0.991 para 
los procesos de fermentación sólida. 
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5.1.8. Condudones y discusión 

Las cepas probadas mostraron una mejor adaptación en el medio E S  que 
en PDA. esto puede deberse a que este tipo de sustratos tenga mejores nutrientes de 
los cuales el microorganismo adquieren la fuente de energía para realizar sus 

funciones metabólicas. Trinci, 1969. 

Al relacionar la velocidad de crecimiento radial y axial se observó 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 adaptación 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 García, en 1995. 

La densidad de crecimiento de las cepas probadas no esta directamente 
relacionada con la velocidad de invasión miceitar en el sustrato pasta de copra. Los 
resultados obtenidos concuerdan con la teoría de Trinci, 1969 ya que el cultivo con 
PCS se observó mejor densidad de biomasa que en el medio PDA y en el caso de la 
cepa de P. toquefortif se observó un incremento de biomasa 3 veces mayor en PCS que 
en PDA. Según Trinci en menciona que existe una variación de la densidad de la 
colonia dependiendo del hábitat en donde se encuentre el hongo filamentoso, 
existiendo mayor extensión y diámetro de la colonia en sustratos con mejores 
nutrientes. 

La isotenna de adsorción de agua de la pasta de copra determina la región de 
experimentación í% humedad - %), adecuada para este sustrato, encontrando que 
para valores cercanos a 60 % la a~ es relativamente alta (0.99 1 ). 
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5.2. FERWWTACIOñ t3OLiDA 

En esta seccMn se presentan 2 grupos de resultados realizados en procesos de 
FS. En el primer grupo de resultados se presenta el anáiisis de pH y pérdida de 
materia seca evaluados al realizar un análisis con diferentes porcentajes de 
humedad - aw, y eleglr la mejor relación humedad - a~ para el proceso de FS; para 
ello se utilizo como sistema modelo pasta de copra inoculada con una cepa de A. 
oyzae 2094 en un cuiüvo de 64 h a 30°C. Sección 5.2.1. 

El segundo grupo de análisis se realizó con el fin de observar el 
comportamiento del cultivo en FS con 6 cepas diferentes, evaluando en la pérdida 
de materia seca (PMS), pH. caw y anWsis de gases de 4 cepas de hongos ñiamentosos 
y 2 cepas de levaduras con certificación GRAS (Generally recocognlzed as safe). 

5.2.1. R c 8 u i w  de lo F8 a diferente8 porcentajeir de humedad 

Los resultados que se presentan a continuación se obtuvieron a i  evaluar el 
proceso de FS a diferentes porcentajes de humedad inicial (43. 49, 55. 60 y 66 96). 

En la Tabla 5.1 se indican los parámetros evaluados, así como los vaiores iniciales y 
finales obtenidos del proceso. Así mismo se puede observar que ai variar las 
humedades ai  inicio del proceso la actividad metab6iica cambia, esto se ve reflejado 
en los análisis de PMS; además se encontró que en el intervalo de 43 a 66 % se 
observa la mejor actividad microbiana y por consiguiente mayor afinidad 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 actividad microbiana del hongo. 
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Tabia 6.1. Valores inimies y hales de los -elms waluados a diferentes 
porcentajes de humedad en un proceso de FS con la cepa de A. oyzae 2094. 

% Humedad 

El análisis de pérdida de materia seca es asociado a la oxidación de la materia 
orgánica en biólddo de carbono que se pierde en la fase gaseosa. En este estudio la 
humedad a 55 96 inicial result6 ser la mejor opción para el proceso de FS, ya que se 
observ6 una pérdida de materia orgánica de 32 %, seguido del análisis con una 
humedad inicial de 49% obteniendo UM pérdida del 26%. Con estos resultados 
podemos decir que la PMS es consecuencia de la actividad metab6iica del 
microorganismo mismo que se manifest6 bajo condiciones controladas de cultivo 
que se mostró en la Sección 4.4 inciso a. 

Con los resultados obtenidos de k Sección 5.2.1 se realizaron 6 FS, 4 de elias 
con hongos fllamentosos y 2 con las levaduras K. marxianus y S. casteül. El cultivo 
parti6 de una humedad inicial de 55%. temperatura de 30" C y condiciones de 
cultivo reportadas en el inciso b de la Secci6n 4.4. El estudio fue monitoreado 
realizando anáiisis de gases, pH. pérdida de materia seca y actividad de agua. El 
tiempo de cultivo fue diferente para cada cepa encontrándose en un rango de 40 a 
70 h. dependiendo la actividad metab6lica de cada microorganismo. observado con 
el análisis de respirometría. 
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5.2.2.1. Anlliiii de gaaea 

Para la evaluación de la formación de CO, y consumo de O,, se consideró 
que la concentración de estos compuestos en el aire es de 0.03% y 20.9% 
respectivamente. 

En la Figura 6.1 se muestra un ejemplo típico de respirometría de la cepa de 
A. oyzae  2095 durante la Fs. En el gráfico (A 1, se muestra la evolución de CO, en 
porciento a la salida de kt columna de fermentación, mismo que fue registrado a la 
entrada del respirómetro (metabolímetro). El gráfico (C) muestra la produccldn total 
de COZ producido durante el cultivo expresado en mg de CO,/g de materta seca 
inicial, este calculo se obtiene tomando en cuenta el flujo de aire de entrada ai 
respirómetro, representado en la Figura (DI, de esta forma tenemos la producción 
total de CO,, que se puede comprobar con los resultados de pérdida de materta 
seca. El gráíico (B) muestra la tasa instantánea de producción de COZ. reportada en 
mg de CO, / h g materia seca iniciai que se obtiene empicando los datos del flujo de 
aire de entrada durante el proceso de FS. 

5.2.2.2. prodiicdón inaantiaeP de CO2 c m  tY cepm de estudio 

La Figura 5.8 ilustra la tasa de producción fnstantánea de Ca. en donde se 
observa que la fase exponenctai es diferente en cada tipo de mtcroorganlsmo y nos 
da idea del estado fisiológico (fase de retardo, exponencia1 y estacionaria) del 
microorganismo de estudio en tiempo real sin interrumpir el cultivo ni toma de 
muestras destructtvas, Saucedo- Castañeda, 1991. 
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Figura 8.8. Gráficos representamos del anáiisis de gases en FS. 
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nempo @I 
Figura 5.9. Producción instantánea de COZ con diferentes microorganismos. En 

En donde: A. oyzae 2094. II A. oyzae 2095. R. nigTiCanS. 

P. roquefortft. rn S. casteüi, m K. marxianus. 

En el gráfico de la Figura 5.9 se aprecia que la cepa de P. raquefoitu alcanza la 
mayor producción (25 mg de COZ/ h g MSI). en un tiempo de cultivo de 43 h. 
seguido por las cepas de A. oryzae 2094 ( 18 mg C02 a 24 h y 2 1 mg C% a 38 h). 
A. oyzae 2095 (18 mg COZ a 38 h) y R. ndgricans (20 mg COZ a 24h). 

También se puede apreciar que el cultivo con la cepa de A. oyzae 2094 
present6 dos picos de producción de COZ, este comportamiento del cultivo fue 
similar a i  reportado por Pineda y Pérez en 1996, en donde obtienen el prlmer pico de 
produccibn las 24 h con 7 rng de COZ y el segundo pico a las 30 h con 1 1.5 mg de 
COZ. Sin embargo se desconoce porque se presenta este tipo de comportamiento. 

En primera instancia podría parecer presencia de algún agente extraño al 
cultivo, pero los reportes indican que posiblemente exista la presencia de algún tip 
de mecanismo que actúe a destiempo durante el cultivo y con ello se inicie 
nuevamente la producción de COZ. 
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Hay que destacar que estos resultados coinciden con la pérdida de materia 
seca evaluada al final del cultlvo. (Tabla 5.2) por lo que hay que considerar que el 
análisis de gases es un buen método para relacionar la producción de C02 y 
pérdida de materia seca. En todos los casos se observa que la fase de retardo es de 
aproxlmadamente 8 h y que pueden ser atribuidos al tiempo de germinación de 
esporas en las condiciones de estudio. 

5= -t 

O 20 60 70 

Figura 5.10. Producción total de COZ de las cepas probadas en el proceso de FS. 
En 1 donde: A. oyzae 2094. o A. oyzae 2095, rn R. n4*-9 

P. roqueforgli, S. casteiii. K. marxianus. 

En la Figura 5.10 se observa que la cepa de P. roquefortii. A. oryzea 2094 y 
2095, son las que tienen la mayor producción total de Coz, produciendo 500. 550. 
450 mg C&/g MSI respectivamente. Los resultados obtenidos de las cepas de 
S. casteüi y K. marxianus son comparables con los estudios realizados por Pineda y 
Pérez en 1996. en donde obtienen un total 140 y 160 mg C02/g MSI. en este 
estudio se obtuvieron 150 y 140 mg COZ respect-ente. 
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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 filamentosas, asi como la tasa máximas de producción de 
0 2 .  esto sugiere que estos microorganismos tienen mecanismos específicos que 
permiten la invasión ai  sustrato, caso contrario ai de las cepas de levaduras que 
presenta una invasión más lenta, y esto puede deberse a que los hongos 
filamentosos tienen hífas que le permiten invadir con mayor rapidez el sustrato. 
dato que se confirma con los resultados obtenidos en la sección anterior de los 
análisis de velocidad de crecimiento radial. 

En el caso del anáhls de pH se observó que en todos los casos aumentó en 
dos unidades, la actividad de agua presentó una variación entre el inicio y íinai del 
cultivo de f 0.2 en todos los casos. 

Tabh 8.2 Comparación de parámetros fínaies de las FS con distinta cepa 
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6.2.3. Conclusiones y diseueión 

Humedades iniciales mayores a 60 % no favorecen las condiciones de 
cultivo, ya que posiblemente el sistema se limita en O2 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 metabóiica, resultado que se relaciona 
con la PMS 26 y 32 % respectivamente, de esta forma fue posible establecer las 
condiciones idóneas de cultivo en FS para hongos fiiamentosos y levaduras. Con 
estos resultados se decidió utiiizar una humedad inicial de 55 % con una aw de 
0.989. 

Con respecto al segundo grupo de anáüsis fue posible obtener el material 
disponible de la fermentación con cada cepa para los análisis de actividad probiótica 
que se presenta en la Secci6n 5.3. 

El análisis de gases fue indicativo de la actividad microbiana de cada una de 
las cepas, así como del tiempo en que se presentan las diferentes fases de 
crecimiento y tiempo de fermentación. 

Las cepas que presentaron mayor actividad mícrobiana en la FS de la pasta 
de copra fueron en general las cepas de hongos Blamentosos no así las cepas de 
levaduras. 

La mayor pérdida de materia seca se presentó con la cepa de R. nigrlcans 
con un 40.1%, la cepa de A. oyzae 2094, P. roquefortii y A. oyzae 2095 presentaron 
una pérdida de 29.3, 28 y 27.5 % respectivamente. 
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6.3. EVALUACI~N DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE PRODUCTOS 
OBTENiDOS DE F8 CON PRODUCTOS COMERCIALES 

En esta sección se presentan los resultados obtenidos ai evaluar 6 productos 
obtenidos por FS descritos en secciones anteriores. mismos que fueron evaluados 
con 3 probióticos comerciales Lacto-sacc. Yea-sacc 84 17 y Yea-sacc 1026. El estudio 
se realizó mediante el empleo de cultivos anaerobios. utilizando la bacteria de 
origen ruminal M. eisdenü. Los tesugos de fueron agua destilada y filtrada, así como 
pasta de copra sin fermentar. Se realizaron además anáüsis de pH, Acidos grams 
volátiles (propiónico, acético y butírico), consumo de ácido láctico y producción de 
biomasa por duplicado: el tiempo de cultivo fue de 33 h a 37°C. En cada caso se 
adicionó en una relación (v/v) el 2% del control, probiótico comercial 6 producto de 
FS . 

O .3.1. Evolución del pH 
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Figura 6.11. Evolución del pH durante el cultivo de M. elsdenif con diferentes 
probióticos, productos de FS o testigos. En donde: (A) P. roquefortli, ( e )  R. 
nlgrfcans. ( X ) A oi-yzae 2094, ( X ) A. oryzae 2095, (a)  Lacto-sacc, ( 0 )  K rnarxfanus. 
(m) S castetli (i) Agua, (O) Yea-sacc 1026 (A) Yea-sacc 8417, I =I Pasta de copra 
sin fermentar. 
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En la Figura 5.11 se puede apreciar que tanto los productos de FS. probióticos 
comerciales y testigos tienen una tendencia a estabillzarse en un rango de pH entre 
6.5 - 8. a excepción del producto fermentado con la cepa de K. marxianus, que 
permanece a un pH ácido. En este estudio se obsed que pHs iniciales menores a 5 
no hay actividad biológica, ya que el intervalo óptimo de crecimiento para esta 
bacteria es de 6.5 - 7. Por ello es conveniente que los valores de pH al inicio de la 
fermentación se encuentre en el rango antes mencionado ya que está directamente 
relacionado con la producción de biomasa. En algunas investigaciones se ha 
demostrado que la incorporación de cultivos de hongos han contrarrestado en 
algunos casos la caída del pH después de la ingesta (Fuller. R. 1989). En este 
estudio se esperaba que ai adicionar el 2% de un aditivo el pH permaneciera 
constante o tendiera a estabillzarse a pH 6 6 7. sin embargo se puede apreciar que 
existen variaciones importantes con la adición de diferentes aditivos, ya sea 
probióticos, productos de FS o testigos. 

6.3.2. Producción de Momam 

En la Figura 5.12 se presentan la evolución de la producción de biomasa al 
adicionar ai cultivo 2% de probióticos comerciales 6 testigos (agua y pasta de copra 
sin fermentar). En este estudio se observó que ai adicionar probióticos comerciales 
la biomasa incrementa a dores de 0.55 g/L y permanece estable después de 15 
horas de cultivo. Por otro lado cuando ai cultivo se le adiciona solo agua la biomasa 
liega a un máximo de 0.5 g/L entre las 10 y 15 horas de cultivo y posteriormente 
disminuye su producción. Un dato importante en este análisis es que la pasta de 
copra sin fermentar no presenta efecto sobre el crecimiento de M. eisdentf ya que el 
máximo 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 medlda el crecimiento de 
M. elsdenff; 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 estabilización de la biomasa de M. elsdenff en el cultivo. 
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Figura 6.12. Producción de biomasa con probióticos comerciales y testigos. En 
donde: (-) Pasta de copra sin fermentar. (o) Lacto-sacc, ( D) Agua, (O) Yea-sacc 

1026, (A) Ya-SaCC 8417. 

En la Figura 5.13 se muestran la evolución de biomasa al adicionar ai cultivo 
de M. eilsdenil productos de FS; donde se aprecia que el períii de producción de 
biomasa es muy similar cuando se adicionan probióticos comerciales (Figura 5.12). 
Esto signiRca que durante la fermentación 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 bacteria ruminal 
M. elsdenü para su crecimiento; con lo cual estabiliza su biomasa microbiana 
durante la mayor parte del cultivo. 
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Eygura 5.13. Producción de biomasa con productos de FS. En donde: 
( O )  S. castel¿¿, (X ) A. oyzae 2095, ( A) P. roquefortli, .( X ) A. oryzae 2094, ( 0)K. 

marxlanus,(+)R. nigricans. 

Si se compara en términos de biomasa máxima alcanzada y estabilidad del 
cultivo se encontró que hay 2 de los productos de FS (P. roqueforHi y A. oryzae 2095 
que son comparables con el efecto obtenido con el probiótico comercial Lacto-sacc). 

Por otro lado, el efecto del uso producto de la FS. S. castelll fue comparable 
con el probiótico comercial Yea - sacc 8417. Esto nos permite suponer que los 
productos de FS pueden ser potencialmente atractivos para ser utilizados como 
aditivos en la alimentación 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. Comparación de la producción de biomasa de 3 productos de FS con 2 
probióticos comerciales. En donde: (o) Lacto-sacc, (A)Yea-sacc 8417, (m) Agua, 

( A) P. roquefortlf, ( X ) A. oyzae 2095, ( o) S. casteilf. 

En diversos estudios se ha mencionado que extractos fermentados de A. 
oyzae (Arnaferm). extractos de S. cereufslae han tenido efecto sobre el numero de 
bacterias ruminales (estudios in &o), existiendo efecto sobre microorganismos 
aislados del rumen (S. rumfnanttum y M. elsdenfl), Nisbet y Martin, 1990 y 1991. 
Wiedmeier y Arambel, 1987 y Chiquette. 1995. 

En la mayoría de los casos el control utilizado es agua, y ai reaiizar la 
cinética de crecimiento microbiano se observan diferencias significativas en cuanto 
a su producción, Ejemplo de ello en los estudios de Campos, et al. 1995 en donde 
prueba probióticos a base de extractos de A. oyzae. A. nfger y S. cereufslae 
observando diferencias signiñcativas (pc 0.05) de efecto probiótico en produccibn de 
biomasa. proteína y ácido acético, al incorporar estos aditivos. 

78 



A diferencia de otros estudios en este se prow el efecto probiótico de la pasta 
de copra fermentada con diferentes microorganismos. teniendo como teoría que ai 
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 observó 
que los productos de FS (adicionando únicamente la ñacclón soluble), estimulan el 
crecimiento de M. eisdenll. 

5.3.3. Consumo dc ácido teCttc0 

Las Figuras 5.15, 5.16 y 5.17 muestran el perfil de consumo del ácido láctico 
durante el cultivo con M. elsdenfl, en donde se observa que el comportamiento es 
muy similar no existiendo diferenctas aparentes en el promedio global de los 
análisis. Si se observa a detalie 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 ácido láctico de los productos de FS en donde se observa un 
comportamiento similar de asimilación de ácido L-Láctico hacia las 18 h de cultivo 
con excepción 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 ácido L-Láctico. 

En la Figura 5.15 se presenta el consumo de ácido láctico al adicionar al 
cultivo probióticos comerciales 6 tesugos, y se observa que con el uso de probióticos 
comerciales el consumo total se presenta hacia las 22 h de cultivo, por otro lado la 
adición de pasta de copra sin fermentar no se consume totalmente al término del 
cultivo. 
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Figura S.18. Consumo de ácido láctico al adicionar al cultivo de M. elsdenli 

probl6ticos comerclales o testigos. En donde: (= ) Pasta de copra. ( o) Lactosacc. 
(0 )  Yea -sacc 1026 (i) Agua. ( A )  Yea-Sacc 8417. 

5.0 5.0 

4.0 
--. 
o) 
Y 

g 3.0 8 2.0 
iiI 

A 
1 .o 

0.0 

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

Figura 5.16. Consumo de ácido láctico al adicionar al cultivo de M. elsdenii 
productos de FS. En donde: (0) S. castell(. (X ) A. oryzae 2095. ( A) P. roquefortlf, 

( X ) A. oyzae 2094, (n) IC marxianus, (O) R. nfgricans. 
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Figura 5.16. Consumo de ácido láctico al adicionar al cultivo de M. elsdenii 

productos de FS. En donde: (0) S. castell(. (X ) A. oryzae 2095. ( A) P. roquefortlf, 
( X ) A. oyzae 2094, (n) IC marxianus, (O) R. nfgricans. 
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En la Figura 5.17 se agruparon Únicamente aquellos probióticos comerciales 
con mejor actividad problótica, con los mejores productos de FS similares en 
crecimiento microbiano, logrando observar que no hay diferencias apreciables al 
utilizar el sustrato ácido láctico ya que todos los cultivos lo consumen en un 
intervalo de 15 a 24 h. 
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Figura 5.17. Comparación del consumo de ácido láctico al adicionar 3 
productos de FS y 2 probióticos comerciales. En donde: (o) Lactosacc. 

( A) Yea-sacc 841 7, (A)  P. roquefortff, ( X ) A. oryzae 2095, ( B) Agua, ( O )  S. castefff. 

El objetivo de este an&is era conocer la capacidad de consumo de la fuente 
de carbno (ácido láctico). con la presencia de diferentes aditivos; observando que 
no existe diferencia aparente entre ellos. Srn embargo ai realizar los análisis de 
formación de producto de fermentación(ácidos grasos volátiles), se observaron 
diferencias en todos los casos. resultados que se presentan en la Tabla 5.3. 
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El anáiisfs de ácidos grasos volátiles es importante ya que a partlr de ellos el 
rumiante obtiene la mayoría de la energla requerida para su metaboiismo. la 
producción de acético puede constituir las reservas de lípidos a través de la 
lipogénesfs, produciendo algunos trigiícéridos componentes de la leche, mientras 
que el butirato se canalizaúia para la producción de tejido adiposo con iípidos de 
mayor peso molecular. La fernientaclón propiónica es considerada giucogénka y por 
tanto es posible utilizarlo como fuente de energía en la biosíntesis de 
macromoléculas como las proteinas. 

En este estudio se puede ob s em  que en promedio -te mayor formación de 
ácidos grasos volátiles en productos de F!3 que en probióticos comerciales, 
destacando que en orden de producción se encuentra el acético seguido del 
propiónico y butírico. 

En la Tabla 5.3 se presenta el por cknto de producclon de AGVs (propiónico. 
acético y butírlcol. de cada uno de los cultivos ai adicionar al cultivo de M. efsdenlf 
2% de probiótlcos comerciales, productos de FS o testigos. 

En cuanto a la formación de ácidos grasos. se observó en todos los casos que 
hay mayor formación de ácido acético, seguido por ácido propiónico y en menor 
cantidad ácido butírico. Estos resultados son comparables con los reaiizados por 
Campos, et ai. 1995, en donde obtienen diferencias significativas (p< 0.05) con la 
adición de probióticos a base de microorganismos (hongos 6 levaduras), obteniendo 
en todos los casos mayor producción de ácido acético. 

Lo importante de esta tabla es la comparación de formación de producto ai 
adicionar diferente tipo de aditivo; por ejemplo si se compara la producción de ácido 
acético se observa que la mayor producción se alcanza con la adición de cultivos 
provenientes de FS, alcanzando en promedio un 60% de producción de ácido 
acético. 
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Tabia 5.3. Porcentaje de ácidos &rasos producidos ai final del cultivo de 33 h 
adicionando 2% de probióticos comerciales. productos de FS o tesugos. 

Adid&nde2% de 
producto de Fs, % Butírico 

Por otro lado se aprecia que aún ai adicionar pasta de copra sin fermentar se 
alcanza el mismo porcentaje de producción (60%). y en menor porcentaje (40 %) se 

presenta cuando se adicionan probiótlcos comerciales. 

Respecto a la produccl6n de ácido propiónico existe un rango de producción 
entre 30 y 45 % en todos los casos: en cuanto a la producción de ácido butírico 
existen diferencias notables ai adicionar al cultivo el probiótico Lacto-sacc 6 Yea- 
sacc 84 17 o A. oyzae 2094, ya que son los que producen mayor cantidad de este 
ácido. Los otros aditivos presentaron una producción de ácido proplónlco menor, 
encontrándose 2.5 % en p r o w o .  

Obtenido estos resultados se cornpar6 la producci6n de los tres ácidos grasos 
volátiles, con los mejores productos de FS y problóticos comerciales para eilo la 
comparación se hizo en base a que exlstieron 3 productos de FS y 2 probiótlcos 
comercides con siintlar producción de biomasa. parámetro importante para evaluar 
el efecto probiótico. 
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Así tenemos la siguientes apreciaciones: Se observó que al adicionar ai culWo 
el probiótico comercial Lacto-sacc 6 productos de FS A oyzae 2095 6 P. roquefoítü 
existen diferencias de praducción de ácido acético, favorecendo en mayor porcentaje 
(60 %) por la adición de productos de FS; no hay diferencias en la producción de 
ácido propiónico en ambos casos y existen dtferenclas de producción de ácido 
butírico favorecido por la adicI6n del problótico Lacto-sacc. 

Por otro lado al  comparar el probíótico comercial Yea-sacc 841 7 con S. casteiif 
se observa que existe mayor producción de ácido acético al adicionar al cultivo 
S. casteiif, en cuanto a la producción de propiónico no hay diferencia aparente y ai 
producir ácido butírico se ñivOrece con Yea-sacc 84 17. 

La importancia de producción de ácMos &rasos se basa principaimente en la 
utilización de estos ácidos como fuente de energía para que el rumiante reaitce sus 
funciones metaMiicas, en segunda instancia son importantes ya que a partir de 
elios se puede canalizar mejoras en la producción de came o leche en los animales 
que lo consuman. El estudio reaiizado a pesar de ser In ultro puede dar idea de lo 
que podría suceder en un sbtema más complejo ya sea In utrro o fn sftu. 

NOTA: Los datos de las clriéticas de producción de AGVs de cada producto de FS. 
probiótlcos comerciales y testigos se presentan en el anexo 1 

5.9.6. Baiance de materia 

Los balances de materia y energía son ampiiamente utilizados en procesos 
bioquímicos, en biotecnología son poco usados por la compkjidad que representan 
dichos procesos, ya que a veces resulta difícii medir la mayoría de las variables 
involucradas en el proceso como son: el consumo de fuente de carbono, nitr6geno y 
oxígeno, así como la producción de biomasa, COZ y producto(s) formadods). 

En este sentido en este estudio se realizó únicamente el balance de carbono 
de sustrato y productos. considerando que la composición elemental de la biomasa 
se seleccionó en base a la formula elemental CHl.e1Oo.aiNo.ni. reportada por Roels 
en 1980. obtenida de un promedio de la compici6n de biomasa de los siguientes 
microorganismos. 
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candida utilis CHI .8@0.5&0.20 
Klebskiiaaerogenes C H I  .7500.43N0.22 
Sccharomyces cerevisiae C H l  .8 100.5 1NO. 17 
PamcoccusdenMificans C H I  .8100.51N0.20 
EsChericNaColf CH1.7@0.48N0.24 
Aerobacter QeroQenes C H I  .8300.55N0.25 

En la Tabla 5.4. se muestran los coeficientes estequiométricos caicuiados en 
base a la fracción de carbono de cada moltkuia, el mayor rendimiento corresponde a 
ia producción de ácido acético y seguido de ácido propiónico y C o p .  En generai se 
puede apreciar que el porciento de rendimiento en promedio es de 40% en la mayoría 
de los casos; exceptuando el rendimiento al adicionar K marxiQnus (2096) y pasta de 
copar s/FS, en donde no se obseivó efecto benéfico del cultivo con M. eiscienü. 

Si se comparan los rendlmientos de P. roguefortu y A. oyzae 2095 con el 
probiótico Lacto-sacc no hay diferencias entre eilos, pero si existe diferencia ai 
comparar S. castefif con el probiótico comercial Yea-sacc 8417. 

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

NOTA: Los cálculos del balance de carbono se presentan en el anexo 2. 
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5.3.6. Canciumionrs y dimmdón 

Los productos de F S  P. toquefortu. A. oqzae 2095 son comparables con el 
efecto probiótico del probiótico comercial Lacto-sacc. 

El probiótico comercial Yea- sacc 8417 es comparable con el efecto 
probl6tico del producto de FS S. castelit. 

En todos los casos estudiados e a t e  un consumo total de ácido iáctico 
hacia las 17 horas de cultivo, a excepción de la pasta de copra sin fermentar y el 
fermentado con K mantlanus. 

Con pH's iniciales menores a 5 no hay actividad biológica, ya que el 
intenmlo 6ptimo de crecimiento para esta bacteria es de 6.5 - 7. 

En cuanto a los períües de las fermentaciones, predominó el ácido acético y 
propiónico productos deseables en la fermentación ruminal. ya que este ácido puede 
constituir las reservas de lípidos a través de la iipogénesis, produciendo aigunos 
trigiicéridos componentes de la leche. en el caso del ácido propiónico es considerado 
glucogénico y por tanto es posible utiiizarlo como fuente de energía en la biosíntesis 
de macromolécuias como ias proteínas. 

Al comparar los productos obtenidos de la FS con probióticos comerciales. 
fue posible establecer simliitudes entre ambos; a su vez se eligió un producto de FS 
tomando como criterio los resultados de actwidad probiótica de cada uno. En base a 
este criterio se tenían dos opciones: A. oryzae 2095 6 P. roquefortii ya que eran 
comparables con el probiótico comercial Lacto-sacc. Al comparar el rendimiento no 
existió una diferencia significativa, solo exlstían diferencias en la producción de 
ácidos grasos. Por lo tanto se eiigió el producto en base a su comportamiento 
fermentativo (FS); en este sentido se encontró que ambos productos después de la 
fermentación sóiida presentaron una pérciida de materia seca de 30%, sin embargo 
al reaüzar un análisis en microscopio óptico se observó que en el fermentado con P. 
roquefortfl la invasión micellar se present6 tanto el la parte externa de la columna 
como en la matriz de la misma, aigo que no ocurrfó con ninguno de los otros 
fermentados, de tal manera que se pens6 que posiblemente en este material se 
podrían encontrar aigunos compuestos más simples que el microorganismo pudiera 
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utiiizar como fuente de carbono en estudios posteriores. De esta forma se seleccionó 
el fermentado de P. queJortU en estudios de identificación de compuestos con 
posible actividad probiótica. Hay que destacar que el fermentado con A. oyzae  2095 
también se pudo haber estudiado, sin embargo este estudio pretendfa seleccionar 
uno de elios pero se abre la posibffldad de estudiar otros productos de FS en un 
futuro. 

El elegir productos de FS resultaría una altematfva de utflización en la 
nutrición animai, a la par se propone una nueva estrategia que permita vislumbrar 
que los microorganismos probióticos no son los únicos responsabies de presentar 
efectos benéficos en el huésped. 

Ei estudio global de esta sección a pesar de ser in oftro. 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 metabólicos al involucrar más de un 
microorganismo en ia fermentación ruminal. 
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6.4. EVALUACI6N DE LA ACTIVIDAD PROBIÓTICA DE EXTRACTOS 
OBTEñiDOS CON DiFEREN'iES DI%oLvcRIz8 

En esta Sección se presentan los resultados de la evaluación probiótlca del 
producto de FS P. roquefortu, elegido el la Sección 5.3. Para reailzar este estudio el 
producto elegido se liofillzó y se obtuvieron 150 g, de los cuales 120 g se utilizaron 
para reallzar extracciones sucesivas con dtsofventes de &tinta poiarldad, partiendo 
de hexano, acetato de etilo, etanol y agua. 

A cada extracto se le realizaron análisis de pH, producción de biomasa, 
consumo de ácido láctico y producción de AGVs. empleando un cultlvo de 
M. elsdenü. Además de los fracciones probadas se tuvleron 2 testigos: un iloAlizado 
sin proceso de extracción y un iiofiilzado tratado a 75" C durante 24 h. Este 
tratamiento se realizó debido a que en las extracciones con los diferentes 
disolventes la temperatura de extracción varió de 68 a 92" C, de tal manera que se 
tomó como temperatura promedio 75" C para corroborar si existía algún efecto de 
temperatura ai ser adicionado ai cultivo de M. eisdenü. 

6.4.1. Extracción 

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

88 



6.4.2. prodricdh de Momaea 

En la Figura 5.18 se presentan los resultados obtenidos de la cuantlflcación 
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 iioflllzado y líoñiizado tratado a 75" C, este resultado muestra que los 
compuestos responsables de la estímulaci6n de crecimiento se encuentra en el 
extracto acuoso. Por oiro lado si se compara este gráfico con los reportados en la 
Sección 5.3 (&idflcos de bicmasa) se aprecia claramente que ai adicionar el extracto 
acuoso al culttM sigue el mismo patrón en producción de biomasa, de tal forma que 
con este resultado se demuestra que el extracto acuoso es potencialmente bioactivo. 
Además fue posible establecer que hasta una temperatura de 75" C no existe un 
efecto negativo sobre la producción de biomasa. 

m-wIb1 
Figura 6.18. Concentración de biomasa de extractos obtenidos con disolventes de 

distinta polaridad. en donde: (A)  extracto acuoso. (o) extracto etanólico. (i) 
extracto de acetato de eüio. (O)  líofllizado. (0)  lioWado tratado a 75" C. 
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6.4.3. hiución del picr 

En el gráfico 5.19 Se presenta la evolución del pH durante el tiempo de 
cultivo, en donde se aprecia que los pH's ai &ai del proceso permanecen en un 
intervalo de 6 a 6.5 unidades de pH, destacando que el pH del extracto acuoso 
tiende a estar más estable entre el intervalo de pH deseable para el cultivo de 
M. elsdenu, y que esta relacionado directamente con la producción de biomasa. Hay 
que destacar que el control de pH fue cuidado desde el proceso de esterilización, sin 
embargo se presentaron variaciones importantes entre los diferentes cultivos. 
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Figura 5.19. Evolución del pH en el cultivo de M. e W d ,  adicionado con extractos 
obtenidos con disolventes de distinta polaridad, en donde:(A) extracto acuoso, 
(O) extracto etanóllco. (i) extracto de acetato de etiio. ( o )  UoAuzado, (0)  UoAlfiado 
tratado a 75" C. 
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5.4.4. colutmio be dcido Wico 

En el gráfico 5.20 se puede apreciar que existe un consumo total de ácido 
láctico entre las 12 a 20 horas de cultivo, este comportamiento es similar al 
reportado en la Sección anterior (gráficos de L-Láctico), en donde existe una 
reproducibtlldad entre ambos gráficos. es importante mencionar que los cultivos en 
los que se adicionó etanol y acetato de etilo tardan más tiempo en consumir el 
ácido iáctico debido pH ácido que existía a las 15 horas de cultivo y mismos que se 
manifestó en el escaso crecimiento. 
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Fígura 5.20. Consumo de ácido láctico de extractos obtenidos con disolventes de 
disünta poiaridad. en donde:( A) Agua, (O)  etanol, (i) acetato de etilo, ( o )  iiofilfiado, 

( O )  iíofillzado tratado a 75' C. 
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6.4.8. producdbn de oddoil grama - 
En la Tabla 5.5 se presenta el porcentaje de ácidos grams volátiles producidos 

al final del cultivo con M. dsdenii. en donde se aprecia que en el extracto acuoso y 
extracto de acetato de etilo es donde se prcuiuce mayor cantldad de ácido acético. 

Una de las aportaciones importantes de este anáhis es la observación de una 
mayor eficiencia en la producción de acético y propiónlco. Este incremento podría 
ser consecuencia del proceso de extracción. en donde se concentración compuestos 
con caracterfstlcas simiiares de polaridad, mismo que al ser adicionado a i  cultivo 
con M. eisdentf presentara un efecto benéflco en la producci6n de estos ácidos. Otro 
de los puntos importantes es que el patrón de fennentacíón fue muy similar al 
reportado en la secci6n anterior con lo cual se garantiza una alta reproducibilidad 
de Los anábts. 

IYIYTA: Los datos de produccíbn de AGVs de cada uno de los extractos evaíuados se 
presentan en el anexo 3. 

5.4.8. Baiance de materia 

En la Tabla 5.6 se presentan los coeficientes estequiométrfcos en base a la 
fracción de carbono de cada producto de fermentación de M. elsdenft por la adlción 
de dlierentes extractos, el mayor rendimiento corresponde al ácido a&tico seguido 
del ácido propiónico y COZ. Si se compara la Tabla 5.6 con la 5.6a se puede observar 
que la adición de los diferentes extractos ai culthro de M. elsdenM tienen un efecto 
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benéfico en la producción de ácido propiónico, incrementando dos veces su 
producción. Con respecto a la producci6n de ácido acético no exlsten diferencias de 
producción ai  adicionar el mismo producto de P. roquefortif después de extracciones 
sucesivas con diferentes &solventes. 

De este anáiísis se em15 el extracto acuoso por ser el que presentaba mejor 
actividad benéfica sobre el cultivo de M. eisdenff, ya que presentó un mejor 
rendimiento en los diferentes productos de la fermentación. 

Tabia 6.- Coeficientes estequiométrkos en base a carbono al íinai del cultivo por 

NOTA Los cáiculos de balance de carbono de los productos formados durante el 
cultlvo de M. elsdenii con la adición de diferentes extractos se presenta en el anexo 
4. 
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6.4.7. conchiaonca p ciismd6n 

El extracto acuoso mostró tener mejor efecto sobre los productos de 
fermentación del cultivo con M. elsdenlt. mismo que presentó el mayor porcentaje de 
recuperación (85 %). 

Este resultado muestra que posiblemente los compuestos responsables de la 
actividad probiótica se encuentra en el extracto acuoso. 

Existe reproducibiüdad en los resultados de biomasa, consumo de láctico y 
producción de AGVs como los obtenidos en los ensayos de la Sección 5.3. 

En todos los casos la fermentación que se Eavoreció fue la acética, seguida 
de la fermentación propiónica, no presentándose producción de ácido butírico. 

La importancia de esta parte experimental fue conocer el extracto más 
bioactivo para así poder realizar un fraccionamiento en columna y poder elucidar los 
posibles compuestos presentes en el extracto. Además de aportar información del 
comportamiento microbian0 al utilizar solo una porción del producto iioíilizado. 
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8.6. EVALUACI6N DE LA ACTIVIDAD PROBIOTICA DE FRACCIONES 
OBTENIDAS DEL ExTRAc1y) ACUOSO 

2 b.34 ~CE-ETOH (80:20) + ETOH 
b 3 b.32 fETOH-Hz0 (80:20, 6040) 

En esta Sección se presentan los resultados obtenidos del fraccionamiento en 
columna del extracto acuoso, así como del análisis de resultados de actividad 
problótica ai  ser adicionados a el cultivo de M. elsdentf. 

8 b. 15 B i z 0  9.10, 11.12. 
RECUPERADO b1.n I 

6.6.1. Fraccionamiento en columna det extracto acuoso 

En la Sección 5.4 se hizo referencia del extracto con mejor actividad 
probiótica (extracto acuoso). Se partió de 80 g de extracto acuoso. de los cuales se 

recuperó el 77.15 % (61.72 g), Se obtuvieron 28 fracciones que fueron eluídas con 
dlferentes mezclas de disoiventes. monitoreadas através de cromatografía en capa 
h a .  Se agruparon las 28 fracciones según su polaridad. quedando un totai de 8 
fracciones, mismas que fueron adicionados a un cultivo con M. elsdenii ver Tabla 
5.7. 

Tabia 6.7. Fracciones agrupadas obtenidas del extracto acuoso. 

c 

1 10.37 LACE-ETOH (955, go: io. 85: 15) + ETOH 

4 113.44 bTOH-H20 (40:60) 
5 b6.81 $TOH-H20 (20:80) + H2O 
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5.5.2. Dosiilcsdón pera la evrhrodón de frocdonea obteniáaa del extracto 
acuobo 

A 1 2 3 4 5 6 7 8 B  

En esta sección se presenta la estrategia de dosüicación de cada fracción 
obtenida del extracto acuoso, mismo que fue adicionado en el cultivo de M. ekdenli. 
Para tener una idea más clara de la procedencia de las fracciones se presenta en la 
Figura 5.21 la secuencia de extracción y fraccionamfento hasta la obtención de 8 
fracciones. 

Hexan0 

Acetato de 
etilo 

Etanoi 

Agua 

pérdida 

r 

I 13.8g 

Figura 6.21. Representa la secuencia de los fraccionamientos obtenidos de un 
líofilizado obtenido de la fermentación sóiida con pasta de copra inoculada con 

P. roquefoortlt. 

A continuación se muestran los cálculos realizados para utilizar una dosificación 
adecuada de las sub-fracciones obtenldas bajo el siguiente criterio de dosificación. 
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 / 1 0 0  ml de cultivo. 

1,2,3.4,6,6,7 y 8 = Representa el efecto de cada sub-hcción soluble en agua, y en 
este caso se toma como dosis inicial (0.056 g por el % de cada fracción/ 100) = 
g/ 100 ml de la sub-fracción. 

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

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

Asf tenemos la siguiente tabla. 

Tabia 6.8. Dosificación de hcciones en el cultivo de M. elsdenll. 
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Para la obtención de porcentaje recuperado de cada fracción se partió de que 61.72 
geranel100%. 

Dosiíicación: Se partió de una dosis de 0.056 g /L que se venía administrando en 
anteriores cultivos. por lo tanto este valor correspondería al 100 %. Por otro lado 
con el conocimiento del porcentaje recuperado de cada fracción se reaiizaron los 
siguientes cálculos. 

Ejemplo de ta fracción 1: 

La solubffldad se obtuvo con el siguiente criterio: sabiamos que el extracto 
liofillzado tenía 28 g/L de sóiidos solubles, por lo tanto se hicieron los siguientes 
cálculos: 

6.6.3. Producción de biomasa 

En la Figura 5.22 se presenta la producción de biomasa de M. elsdenff ai 
adicionar ai cultivo diversas fracciones provenientes del extracto acuoso. el gráfico 
muestra que ai adicionar el control iiofllizado. extracto acuoso y la suma de las 8 
fracciones es donde hay mayor estimulación 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 fracción 5 es la que presenta un 
mayor incremento sobre la producción de biomasa de M. ekdenli y además el cultivo 
se mantiene estable durante todo el cultivo, esto es importante ya que sigue el 
mismo perfil reportado en los capítulos 5.3 y 5.4; la única desventaja esta parte 
experimental es que la blomasa alcanzada no presentó la misma producción de las 
secciones anteriores (0.5 g/L en promedio). en este experimento la máxima biomasa 
alcanzada fue de 0.076 g/L y fue observada en el cultivo donde se adicionó 
iiofllizado, por lo mismo los datos de todas las cinéticas fueron normalizados 
tomando como valor máxlmo 0.076 g/L de biomasa. 
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Por otro lado lo que se esperaba de este análísis era observar cambios en la 
producci6n de biomasa por la estimulación de aiguna de las fracciones adicionadas 
ai cultivo de M. elsdenff, sin embargo no se log6 reproducir los resultados de los 
análisis. pero aun con esta deficiencia es posible suponer que la fracción bioactiva 
es la fracci6n 5. sin embargo faltan argumentos que precisen esta estimación. 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

0 4  I 

O 4 8 12 16 20 24 28 

mempo la) 

Figura 6.22. Produccibn de biomasa por adición de fracciones obtenidas del 
extracto acuoso, en el cultivo de M. eisüenlt. 

5.6.4. Evolución del pH 

La Figura 5.23 muestra la evolución del pH en el cultivo de M. eisdenli 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 presentó un problema de pH, aun 
cuando fue controlado desde la preparación del medio de cultivo, por lo tanto se 
presentaron modificaciones y esto conllevó a que el cultivo de M. eisdenlf no 
desarrollara un crecimiento adecuado. 
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Ffgut. 5.28. Evoluci6n del pH durante el cultlvo de M. elsdenu ai adicionar 
íi-accíones provenientes del extracto acuoso. 

En ia Figura 5.24 se muestra que no existió un consumo de sustrato durante 
el cultivo en ninguno de los casos, esto es atribuible poslblemente ai efecto del pH 
a i  Wclo del cultivo ya que no fue favorable para que el microorganismo activará sus 
mecanismos para consumir el  sustrato y por ende trasformar a producto. Sin 
embargo en algunos caw6 existió la producción de ácido acético pero en pequeña 
cantidad. 
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I preUra 5.24. Consumo de ácido- Láctico durante el c u l m  de M. eisdenii ai 
adicionar fracciones provenientes del extracto acuoso. 

5.5.8. Producción de ácido6 ip.~>. voiátiles 

En la Tabla 5.9 se presenta la producción de ácido acético que fue el Único 
ácido graso producto de la fermentación de M. elsdenii ai adicionar diíerentes 
fracciones. En la tabia se aprecia que aunque la cantidad es mínima hay una mayor 
producción en las fracciones 1 a 5, io que indica que el subñacclonar el producto de 
la extracción acuosa estimuló la producción de este ácido graso en el cultivo de M. 
elsdenli. Por otro lado si se compara la producción de acético con respecto a los 
controles (liofllizado. suma de 8 fracciones. extracto acuoso), se aprecia que la 
eficiencia de producción es escasa, ello quiere decir que posiblemente al 
subfraccionar exista una concentración de compuestos que al ser adicionados al 
cultivo de M. elsdenlt incrementen su producción en AGVs. Sin embargo esto es solo 
una estimación de lo que podría suceder en el cultivo. para corroborar esta 
información sería necesario realizar un nuevo expertmento que sea reproducible con 
los reportados en las secciones 5.3 y 5.4. 

t 

Con estas desventajas que se tuvieron en esta parte experimental es posible 
suponer que si existe una estimulaci6n en el crecirnlento y producción de 
snetabolitos por M. eisáenlt durante el cultivo. 
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"8bin 6.0. Produccibn de ácido acético por adición de fracciones provenientes del 
extracto acuso ai íinal del cultivo con M. elsdenfl. 

Extracto acu 

6.5.7. Conciu8imw y dircri.ión 

En general los resultados de esta sección no fueron los esperados ya que el 
microorganismo no se pudo desarrollar por efecto del pH, sin embargo se observaron 
aigunas diferencias en cuanto a la producción de biomasa y producción de ácidos 
grasos voiátíles. 

. 

Se observú que de las 8 fracciones analizadas la fracción 5 esUmuló el crecimiento 
de M. elsdenil en cultivo y generó una produccl6n de &ido acético de 0.55 g fL ai 
flnai del cultivo. 

La produccibn de ácido acético fue favorecida en las fracciones 1 a 5. obteniendo 
valores de 0.55 a 1.28 g/L. ocurriendo el caw) contrario en el los controles suma de 
8 fracciones, extracto acuoso y iioAuzado donde presentaron valores de 0.31, 0.26 y 
40 g f L respecttvamenk. 
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* La fracción 5 fue &@da para realizar un nuevo subñaccfonamtento por presentar 
un perfil simílar de biomasa y produccl6n de AGVs como 108 reportados en las 
secciones anteriores. 

Aunque los resultados no son reproducibles en esta parte experimental. se 
pudieron notar algunos perfües de fermentación similares a los obtenidos en 
accciones anteriores. sin embargo es posible suponer que si existe una estimulación 
en el crecimiento y producción de metaboiitos por M. elsdenli durante el cultivo. Por 
ello es aconseJable reaiizar otro estudio para corroborar estos resultados ya que 
este esNdio solo no8 pmprclona una estimación de lo que podrSa euceder en el 
cultivo. 
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En esta sección ae presentan los resultadas del fraccionarmento en columna 
de la fracci6n 5 que fue elegida en la sección anterior por presentar mejor 
estimulación en el cultivo de M. eísüenü. En la sección anterior se recuperaron 
26.81 g de la fraccibn 5, en esta parte experUmntai se utilizaron 10 g que fueron 
eluídos primeramente con una mezcla de etanol- agua 90: 10 y posteriormente con 
agua, recuperando el 100 96 de en un total de 44 subfraccíones, 36 de las cuales se 
recuperaron con etanol- agua 90: 10 y Las 8 restantes con agua. 

Durante el proceso de evaporación de los disolventes presentes en cada 
subfracción se observ6 en aigunos casos la presencia de compuestos cristaiínos en 
lae primeras 6 subfracciones obtenidas, posteriormente se red26 una cmmatograffa 
en placa y se agrupo la subfracción 3 y 4 ya que presentaban las mismas 
características de corrimiento en piaca y la presencia de cristales amorfos de color 

amariiio- pardo, a la que se le denoxnin6 subfiacción A. 

De las 44 subfracciones recuperadas pmvtnientes de la fracción 5 dei extracto 
acuoBoB se eligió la subfracción A para realizar estudias de identificación química. 
recuperando en a te  caso 0.57 g. El compue8to identificado de esta subhccl6n A 
fue el manit01 (Figura 5.261, presentó un punto de fusión de 153" C con un Rí de 
0.72 eluído con etanol - agua 90:lO. su estructura 8e determinó através de los 
rewltados espectrasc6plcos de RMN 1H y RMN 1% los cuales se compararon con 
los reportados por Trigos. et al. 1995. 
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Figur8 6.26. Estructura química del manitol. 

El m i t o 1  pertenece a la familia de los akoholes hexaoxhídrílicos. agrupados 
como compuestos del sorbitol, ducitol y manitol, teniendo como diferencia 
configuraciones distintas en sus centros de disimetría. 

El espectro de RMN IH (Figura 5.26). se obtuvo diluyendo la subfracción A en 
agua deuterada y los picos que se observan entre la región 3.8 ppm y 3.4 ppa 
corresponden a una señal compleja que indica los protones de la molécula. El pico 
de la región 4.7 ppm indica la sew de protones de la molécula de agua. 

En el espectro de RMN 1 %  (Figura 5.27). se muestran tres seííaies simples a 
73.6 ppm ,71.5 ppm. y 65.2 ppm, que demo a un efecto de simeúía en el manitol. 
corresponde a los 6 carbonos presentes en el compuesto. 

Con la ayuda del experimento DEFT (Figura 5.28) 8e identificaron 2 señales 
para carbonos terciarios a 73.6 y 71.5 ppm y una señal a 68.2 para carbono 
secundario. El total de las asignaciones se presenta en la Tabla 5.10. 
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Tabia 6.10. Asignación de la señal de RMN 1% del manitol(6, D20, 50 MHz). 

6.6.2. Conciusiones y discusión 

En esta parte experimental obtuvieron 44 subfracciones provenientes de la 
fracción 5 del extracto acuoso, de los cuales las primeras 6 subfracciones 
presentaron formas cristalinas. 

Se logró identtflcar un compuesto de la subfracción agrupada 3 y 4 denominado 
manitol. 

De este trabajo se abre la posibilidad de seguir estudiando cada una de las 
subfracciones obtenidas mediante el empleo de columnas de purificación para la 
obtención de diversos tipos de compuestos y valuarlos bajo un bioensayo con la 
bacteria ruminal M. eisdenii. 
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6. COLOCLUSIONES Y PERSpEcTNA8 

1.- Se seleccionaron cepas de hongos filamentosos con velocidad de crecimiento 
rápido (40-60 hh crecidas sobre pasta de copra húmeda (60%) y sin agregar 
nutrientes. 

2.- Se propuso una metodología para la evaluación de la actividad probiótica de 
productos de fermentación sóiida, mediante análisis de pH. biomasa, ácido láctico y 
ácidos grasos volátiles. 

3.- El efecto probiótico de dos productos de fermentación (P. mquefortü y A. oyzae 
2095) son comparables con el efecto benéfico del probiótko Lacto-sacc. así mismo el 
efecto probiótico del producto de fermentación (S. castellf). es comparable con el 
efecto del probiótico Yea-sacc 84 17. 

4.- El estudio de pasta de copra sin fermentar adicionada al  cultivo de M. elsdenff no 
mostró estimulación el crecimiento y formación de producto de M. elsdenff, lo que 
indica que los otros productos fermentados formaron durante el proceso aigunas 
moléculas o compuestos que favorecieron el crecimiento y formación de productos 
durante el cultivo. 

5.- Del producto de fermentación (P. roquefortfi), se logró identificar que en la 
fracción acuosa se encuentran los compuestos con mayor estimulación probiótica. 

6.- Se identiiicó un compuesto proveniente del extracto acuoso (manitol). 
recuperando 0.56 g que corresponden ai 0.46 % del iiofbado de P. roquefortii. 

7.- El aporte principal de este trabajo fue elucidar al menos un compuesto como 
posible precursor de actividad probiótica. Sin embargo hasta el momento no se sabe 
si el azúcar identificado es el responsable de dicha actividad, lo que si se puede 
suponer es que por el hecho de ser un azúcar sea fácilmente metabolizable y 
estimule el crecimiento de M. elsdenff. 
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8.- Otro aporte importante de este trabajo fue establecer que la actividad benéfica en 
el estudio con M. eisdenfi mostró que el uso de cultivos en medio &Ud0 pueden ser 
potencialmente atractivos como estimuladores de crecimiento y producción de 
metabolitos de importancia en la aiimentación animal. Por otra parte ai adicionar 
productos de FS 6 probióticos comerciaies ai cultivo de M. elsdenil únicamente se 
adicionaron partículas solubles. es decir cero células 6 micmrganismos. con lo cual 
se demuestra que el efecto probiótico no es debido a la presencia de 
microorganismos en un cultivo, si no posiblemente a aigunas sustancias o 
compuestos propios de los microorganismos o productos residuales de la 
fermentación, esto es importante ya que generalmente se ha mencionado por 
diversos autores que la actividad probiótica es atribuible en su mayoría a 
micmrganismos, sea hongos o levaduras. 

9.- Con este estudio se habré la posibilidad de estudiar los productos de 
fermentación sólida como procesos en los cuales se pueda obtener un provecho 
benéfico para el animal que lo consume. Así mismo resultaría interesante evaluar a 
detalle el proceso de fermentación, analizando a intervalos de tiempo los productos 
que se vayan formando, análisis de actividad probiótica. identiflcación de 
compuestos bioactfvos en estudios In uüro y por último estudios LR vivo. Sin embargo 
este tipo de procesos requiere de tiempo para poder elucidar los compuestos con 
bioactividad y asegurar con estudios in ulvo la actividad benéfica del compuesto. 
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Porcenwes de idd- graaoo volátiles de loa diferentes extract- obtenidos del producto de FS 
E p m i c i ~ ~  VJrnfi). 
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