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INTRODUCCION.



La estabilidad de las ecologias microbianas com-
plejas como es el caso del esti&rcol de bovino, han -
sido poco estudiadas, asi como la influencia en la es
tabilidad de dichas ecologias en funcién de las condi
cicnes fisicas y quimicas a las que son expuestas.

El estudio de la microbiologia del estiércol, ha
llevado a utilizar este producto en la seleccibn es--
pont&nea de floras micrcbianas mixtas a través del es
tablecimiento de condiciones dadas de sustratos, tem-
peraturas y pH para seleccionar aquellas que sirvan a
los intereses que con ellas se persiguen.

En el caso gque nos ocupa, se intentd seleccionar
la flora capdz de digerir almidones en condiciones fa
vorables para su escalamiento industrial, para poder-
ser utilizadas en la predigestién de los cereales, --
pretendiendo con esto mejorar su utilizacidn por los-
rumiantes y los monog&stricos.

La predigestibn posee ventajas adicionales que a
priori podrian deducirse, siendo las dos principales,
la sintesis de vitaminas que serian de beneficio para
la alimentacidén de los monogdstricos y la sintesis de
proteina microbiana a partir de nitr&geno no proté&ico.

En este trabajo se pretenden encontrar las condi

ciones en los cuales se pueden seleccionar microorga-



GENERALIDADES.




A) Estructura del almiddn.

El almidén es una substancia de reserva de las -
plantas, muy abundante en las semillas (cereales) y -
bulbos, donde se presenta en forma de granos. 'Es un-
polisacdrido formado por D-glucosa que se presenta en
dos formas la amilosa y la amilopectina. La amilosa-
consiste de cadenas largas no ramificadas, en las cua
les, todas las unidades de D-glucosa estén unidas por
enlaces Alfa - (1 — 4). Las cadenas estén polidis--
persas y varfian en peso molecular. La amilosa no es-
soluble en agua, forma micelas hidratadas que dan un-
color azul con el yodo; en estas micelas el polisacé-
rido estid doblado en forma helicoidal. La amilopecti
na esti muy ramificada. Las ramificaciones se presen
tan en promedio cada 12 residuos de glucosa. El enla
ce del esqueleto glicosidico es Alfa (1 — 4) pero en
los puntos de ramificacién hay enlaces Alfa (1 — 6).
La amilopectina también produce soluciones coloidales

o micelares que dan coloracibén violeta-rojizo con el-

yodo. Su peso molecular puede llegar a un millén. \--

(Lenhinger, 1972).

B) Hidrdlisis enzimdtica del almidén.

Para la hidr6lisis del almidén se han utilizado-



gran variedad de métodos, como el tratamiento térmico
a presibn, la hidrélisis con &4cidos o alcalis, o bien
combinaciones de estos métodos.

Aunque los &cidos son catalizadores mas baratos-
que las enzimas, por medio de la hidrélisis dcida se-
obtiene un producto contaminado con almiddén insoluble
residual que disminuye el rendimiento, asi como sub--
productos de inversibén que poseen uniones glicosidi--
cas distintas a las del almidén. La conversidén del -
almiddn a azficares simples se puede efectuar en dos -
pasos, utilizando primero un tratamiento gquimico o fi
sico, seguido por un tratamiento enzimdtico. Los sub
productos de inversibn obtenidos por el tratamiento &
cido son resistentes al atague por sistemas enzimdti
cos sacarificantes que se usan en el 2° paso de 18—
conversidén en azficares simples.

La licuefaccidn enzimdtica y sacarificacién del-
almiddn se utiliza en la produccidén industrial de glu
cosa, en la obtencidén de maltosa, los jarabes de este
disacdrido tienen aplicacidén en el endurecimiento de-
dulces, prefiriéndose a los de glucosa por su menor =
tendencia a cristalizar y a que no son higroscbpicos.
En la industria cervecera, los materiales amildceos,-

usados como aditivos, deben licuarse primero anadien-



do amilasas termoestables. Las amilasas son usadas -
también péra desaderezar textiles, eliminando el almi
ddn, asi como en la clarificacibén de jugos de fruta-
en la manufactura de gelatina y jarabes de chocolate.
(Fogarty, 1971).

Se han obtenido jarabes con altos contenidos de-
maltosa industrialmente sacarificando el almiddn gela
tinizado con enzimas de malta, obtenié&ndose maltosa -
como sac8rido mas abundante. Las enzimas adecuadas-
para este proceso se habian limitado a las enzimas de
la malta. El uso de enzimas bacterianas tiene la ven
taja de que evita la utilizacibén de las enzimas de --
malta, que son empleadas ampliamente en la industria-
cervecera, ademds de no requerir de un suelo agricola.
Otra ventaja mas, es el corto tiempo de generacidn de
los microorganismos en contraste al tiempo de produc-
cidn de cereales, lo cual hace que los microorganis--
mos sean mas adecuados para el estudio de cepas que -
produzcan mayor cantidad de enzima.

Existen ejemplos de la utilizacibn de enzimas mi
crobianas a nivel industrial. En uno de ellos (U.S.-
P.O. 3,549,496, 1070) la hidrdlisis se realizan en dos
pasos: Primero se hidroliza parcialmente el almidbén -

gelatinizando »or tratamiento dado o enzimitico y pos



teriormente se realiza la conversidén enzimdtica con -

un filtrado de cultivo de Bacillus polymyxa, dque se-

usa como fuente de enzima, a temperatura de 40-60°C, -
oH 5.8-7.0, por 24-48 hrs, obtenié&ndose un producto -
con alto contenido en maltosa.

Otro procedimiento (U.S.P.O. BN551, 293 107 0) ===
consta también de dos fases: en la primera se prepara
una mezcla de almiddén, Alfa-amilasa y agua hasta obte
nes uns dispersidén uniforme, ajustando el pH a 6.2-7.0
en presencia de ca*t vy esta mezcla en forma de flujo,
se pasa a una zona pastificante donde existe una tem-
peratura de 96-110°C a la que el almiddén se pastifica
e hidroliza con la enzima, durante 15 segundos en este
paso se pierde enzima por desnaturalizacidén. Posterior
mente se enfria hasta 75-85°C, temperatura a la cual
1a enzima debe ser termoestable y el flujo es llevado
a una zona de hidrdlisis, en donde se anade mas enzi-
ma, se ajusta al pH Sptimo y se mantiene la temperatu
ra a la que la enzima es termoestable con el fin de -

hidrolizar y licuar el almiddn.

C) Las amilasas.
El término amilasa se utiliza para designar las-

enzimas que catalizan la hidr&lisis de enlaces glico-



sfdicos Alfa (1 — 4) de polisacdridos tales como al-
midén y glucbdgeno o sus productos de degradacidn. --
Las amilasas, se han dividido en grupos, de acuerdo a
su mecanismo de reaccién. Se distingue entre endoami
lasas y exoamilasas. (Fisher, 1960).

Las endoamilasas actfian desordenadamente en las-
uniones Alfa (1 — 4), no atacan los puntos de ramifi
cacién Alfa (1L — 6). Esta accibén hace que haya una-
disminucién réapida de la viscosidad y del peso molecu
lar promedio del sustrato. Como productos iniciales,
se obtienen oligosacdridos que se rompen posteriormen
te para producir maltosa, algo de glucosa, }somaltosa
y productcs con cadena ramificada de bajo peso molecu
lar. Se conoce solo un tipo de endoamilaga, las Al-
fa-amilasas llamadas originalmente asi porque el gru-
po reductor hemiacetdlico liberado por la hidrélisis,
estad en la configuracién Sptica Alfa y mutarrota ha--
cia abajo.

Las exoamilasas son de origen vegetal o microbia
no. Atacan los polisaciridos Gnicamente a partir de-
los extremos de las cadenas exteriores no reductoras,
haciéndolo de manera regular, rompiendo, ya sea cada-
enlace glicosidico para producir Gnicamente Alfa-glu-

cosa, o cada enlace alternado para producir maltosa.-



Las primeras enzimas se denominan glucoamilasa O ga--—
mma-amilasa y las Gltimas Beta-amilasas, ya que la --
maltosa producida se encuentra en la configuracién 6p
tica Beta. En ambos casos, la accién se detiene en -
el primer punto de ramificacién, Yy gque no son ataca-
dos los enlaces Alfa (1 — 6) Yy se obtienen dextrinas
1imite de elevado peso molecular.

1.- Alfa-amilasas.

(Alfa 1,4-glucano 4-glucano hidrolasa.) Nfmero de

1a Comisién de Enzimas 3.2.1.1.

Las Alfa-amilasas se encuentran en mamiferos, —--—
plantas superiores, hongos, bacterias y crustédceos. -
(Caldwell y Adams, 1950, Fisher y Stein, 1960, Green-
wood y Milne, 1968, Marshall, 1974). Las propiedades
y la accibn detallada de cada Alfa-amilasa, dependen-
de la fuente de enzima. Se han obtenido Alfa-amila--
sas muy purificadas o cristalinas a partir de pancreas
porcino, péncreas Yy saliva humana, pancreas de rata,-
cebada malteada, sorgo malteado, trigo malteado, soya v
de varios microorganismos entre los cuales est&n As--

pergillus oryzae, Pseudomonas sacharophila, Bacillus-

subtilis, Bacillus coagulans Yy Bacillus stearothermo-

philus. (Greenwood y Milne, 1968) .

La purificacién de las Alfa-amilasas se ha reali



zado por varios métodos. En la mayoria de los casos -
se utilizan los procedimientos comunes de fracciona--
miento con solventes y con sales. Otros métodos con--
sisten en la absorcibén de la enzima sobre almidones o
la cromatografia de intercambio ibnico. Las recrista-
lizaciones sucesivas dificultan la cristalizacibn, he
cho que es atribuido a la pérdida de varios ifnes di-
valentes (Ca++, Zn++, Ni++) que producen un aumento -
en la solubilidad aparente de la enzima. (Fisher y --
Stein, 1960).

Las Alfa-amilasas constituyen un grupo bastante-
homogéneo de proteinas con caracteristicas comunes --
que las diferencian de otras amilasas. Todas son pro-
tefnas débilmente &cidas, solubles en agua, de peso -
molecular aproximado de 50,000. (Fisher y Stein, 1960)
Catalizan la misma reaccién gquimica. Difieren entre--
si en varios aspectos: solo las enzimas de mamiferos,
y tal vez las microbianas requieren cloruros u otros-
aniones monovalentes para su actividad. Se han repor-
tado diferencias estructurales entre las amilasas por
métodos inmunoldgicos, inyectando animales con la enzi
ma, obteniendo un suero antidiastasa; se ha inocula--

do Alfa-amilasa de Bacillus subtilis a conejos para de

tectar las diferencias entre las amilasa producidas --



por distintas variedades del microorganismo. (Yamane -
et al, " 1973) -

Composicidén de aminodcidos.- La composicién quimica -
de las amilasas (Fisher y Stein, 1960) de diversas ---
fuentes, varia ampliamente. La enzima de B. subtilis,
no tiene grupos - SH. La de A. oryzae es pobre en a--
minodcidos basicos, es una glicoproteina rica en tiro-
sina y otros hidroxiamino&cidos.

Se han realizado determinaciones de grupo final -

en la amilasa de A. oryzae. La enzima posee un inico-
residuo de alanina en el grupo amino terminal. Los --

grupos terminales carboxilo pertenecen a serina, alani
na y glicina. Se ha concluido que la Alfa-amilasa de
A. oryzae en una molé&cula con estructura ramificada --
gue se puede representar:
/,Ser QOOH
H2N -"Ala - gli - Asp - glu - Ser - Ala - LeuT’Ala(Xxm
™ gli- COOH
En el sitio activo parecen ser importantes los --
grupos carboxilo e imidazol en las Alfa-amilasas.
Las amilasas como metaloenzimas.- (Fisher y Stein, --
1960) .- Las Alfa-amilasas se estabilizan con ca*t. --
Si se emplea EDTA, o cualquier agente quelante, se --

pierde la actividad enzimdtica. Las Alfa-amilasas de-



distinto origen obtenidas en forma pura contienen un -
dtomo-gramo de Ca pormolécula, La pérdida de actividad a-
milolitica causada por eliminacidn de ca** es reversi-
ble. Si la enzima carece de calcio, se reduce el ran-
go de pH en que es estable y se produce coagulacién ri
pida al calentar. E1 Ca++ proporciona una arquitectu-
ra compacta a la enzima que la hace resistente a las -
proteasas, subtilisina, tripsina o quimotripsina.
Propiedades de las Alfa-amilasas.- (Caldwell y Adams,-
1950, Greenwood y Milne, 1968).- Las Alfa-amilasas de
plantas superiores, mémiferos, bacterias y hongos son-
estables en el rango de pH de 5.5 a 8.0. Los valores-
de pH para la actividad 6ptima de las enzimas de plan-
tas superiores, bacterianas y flingicas, estd entre 5 y
6. Las Alfa-amilasas de mamiferos y de cangrejo, mues
tran actividad m&xima en presencia de iones cloruro a
pPH 6.9-7.0. Las Alfa-amilasas de cereales se inacti--
van rapidamente a pH 3.6.

La mayoria de las Alfa-amilasas pierden actividad

a 50°C. La enzima de B. stearothermophilus es termoes

table y mantiene el 70% de su actividad después de in-
cubar 20 hrs. a 85°C. (Greenwood y Milne, 1968).
Los metales pesados como mercurio, plata, cobre y

plomo inhiben la Alfa-amilasa. Las Alfa-amilasas de -



plantas superiores son inhibidas también por el molib-
dato de amonio y el &cido L-ascdrbico.

En el Cuadro 1 se muestran las propiedades fisi-
cas de la enzima obtenida de diferentes fuentes. La -
enzima de B. subtilis forma dimeros con el zinc. Se -
puede obtener el monémero eliminando el Zn++con EDTA.
Requerimiento de aniones monovalentes.- (Marshall, ---
1974) .- E1 pH de actividad Sptima varia con el idén u-
tilizado como activador. Los aniones monovalentes ---
reaccionan en sitios distintos a los que intervienen -
en la formacidn del complejo enzima-substrato, ya que,
el equilibrio no depende de la.concentracién de anio--
nes. Los iones Ccl~ disminuyen la solubilidad de las =
Alfa-amilasas y las estabilizan con respecto a la tem-
peratura.

2.- Beta-amilasas.

(Alfa-1,4 glucano, malto-hidrolasa). NGmero de la-

Comisién de Enzimas 3.2.1.2. (French, 1960).

Las Beta-amilasas atacan enlaces glucosidicos al-
ternos en las cadenas de almidén, comenzando por el ex
tremo no reductor y continuando hasta que toda la cade
na se convierte en maltosa, o hasta que la accibén enzi
matica se detiene por irregularidades fisicas o quimi-

cas en la cadena de almidén. Las cadenas de nfmero im



CUADRO 1

PROPIEDADES FISICAS DE LAS ALFA AMIIASAS
(Greenwood y Milne, 1968)

Pancreas porcino
Saliva humana
Saliva humana
Saliva humana

Bacillus subtilis
mondmero

mondmero
=
mondmero
dimero
dimero

Bacillus stearother-
mophilus

Aspergillus ogjzae

Pseudomonas saccharo-

phila
Cangrejo

Avena, arroz, trigo
Cebada germinada
Sorgo germinado
Trigo germinado

Trigo germinado
soya

Coeficiente de Coeficiente Volumen parcial Volumen parcial
sedimentacidn de difusidn especifico especifico
s20 (x 1013) D20 (x 107) Vobs tedrico
V. calc.
4.5 8.1 0.7 -
4.3 6.1 — 075
4.6 7al = 0.72
4. 7.0 - -
4.3 = &,
4.6 .0 = 0.72
6.5 5o 0.72 -
0.76 39 0.69 0.71
4.7 7.4 0.70 0.72
4.7 = = =
1.3 - = -
4.3 7.0 0.68 =

Peso
molecular

45,000
69,000
55,200

48,200
48,200
96,900
97,600

15,600

51,000

45,000
45,000
48,000
45,000

45,000



par producen un residuo de maltotriosa que es posterior
mente convertido en maltosa y glucosa. La maltosa pro
ducida en muy grandes cantidades produce inhibicidn de
la enzima.

Las Beta-amilasas tienen importancia en las indus

trias cervecera, vinatera y de la panificacién donde -
el almiddén se convierte en azficar fermentable. Parti-
cipan en la movilizacién de reservas amil&ceas durante
la germinacién de las semillas.
Fuentes de obtencién.- Las Beta-amilasas se encuentran
en vegetales superiores casi exclusivamente, estln pre
sentes en la malta de cebada, cebada no germinada, tri
go, centeno, soya y camote. Se han cristalizado las -
enzimas de camote, cebada, trigo y soya. En todos los
casos parecen ser proteinas simples que no requieren -
de cofactores, metales o grupos activos no protéicos.

Durante la germinacién se incrementa el nivel de-
las Beta-amilasas de trigo y centeno, liber&ndose si--
multéneamente Alfa-amilasa.

Las enzimas de cereales tienden a contaminarse --
con trazas de una impureza similar a la Alfa—amilésa,—
por su endo-accibén (enzima Z). Siempre se debe efec--

tuar una prueba para observar si existe esta carbohi--

drasa. (Marshall, 1974).



TG

Las propiedades de las Beta-amilasas de distintas
fuentes se muestran en el Cuadro 2. Se observa que --
son esencialmente idénticas. La actividad. se destru--
ye por reactivos que contienen cobre y mercurio de lo-
que se concluye gque en el sitio activo estén presentes-
grupos -SH.

Las enzimas son relativamente estables el &cido, -
propiedad que se utiliza para eliminar contaminantes -
de Alfa-amilasa.

Las propiedades fisicas de las Beta-amilasas se -

muestran en el Cuadro 3.

D) Las amilasas de vegetales y de animales.

Accibn de la Alfa-amilasa de la malta.-

Esta enzima se prepara calentando extractos de -
malta a una temperatura a la que se inactiva la Beta-a
milasa. La temperatura es diferente para todos los ex
tractos de malta; se usa el calentamiento a 70°C, 15 -
minutos. (Myrbach, 1948).

La accidn de la Alfa-amilasa de la malta, sobre -
diferentes almidones, amilosa, Beta-dextrina y glucbge
no se puede comprender si suponemos que la enzima tie-
ne granafinidad por las cadenas cortas. La curva de -

hidr6lisis del almidén es bifdsica, la primera fase --



CUADRO 2

PROPIEDADES DE LAS /A -AMILASAS CRISTALINAS

(French, 1960)
Fuente

Fropledad Trigo Malta Camote Soya
Actividad por mg N 1450 1660 2500 3000
Actividad por mg enzima 198 235 378 -
% N 14.3 14.1 15,1 -—
Grupos -SH + + i+ +
pH Optimo de actividad 5.3 582 4-5 6.0
pH Optimo de estabilidad 4.5-9.2 4.5-8 - 5-8

Energia de activacidn
0 - 20° 13,000 16,200 - -
20 - 40° 9,300 5,530 - -
Punto isoeléctrico 6.0 6.0 4.77 -
Absorcidn maxima (m ) 280 280 - -
Inactivacidn por Cu y Hg + + + +




CUADRO 3

CONSTANTES FISICAS DE LAS A-AMILASAS

(Greenwooa y Milne, 1968)

Fuente

Cebada malt=ada
Cebada ma.teada
Sorgo malteado
Soya

Camote

Camote

Trigo

Constantes fisicas

e Coeficiente de Coeficiente Volumen parcial
Estado sedimentacidn de difusidn especifico
s20 (x 101 D20 (x 107) Vobs
P 3.4 - 4.8 - =
P 4,6,6.2,6.8 - -
P 4,24 - 0. 715
B 4.67 7.47 0.75
(e 8.9 5e L 0.749
C i = =
P 4.58 6.49,6.51,6.44 0.733

Peso
molecular

20,000-80,000

55,900
61,700
152,000
50,000

64,200

a P: purificada

C: cristalizado



muestra una ripida produccién de grupos reductores y -
hay disminucién de la viscosidad. La mezcla de reac--
cién no se colorea con yodo. Se forman pocos azficares
fermentables. Cuando se rompe el 17% de enlaces glico
sfdicos, se presenta la segunda fase, la de sacarifica
cién en la que se producen azficares fermentables. (Fig.1)

Las anomalfas en las cadenas (puntos de ramifica
cibn) actfian como puntos finales. La accibén de la en-
zima sobre los almidones de papa, maiz y cebada es ---
pricticamente la misma. (Fig. 1).
Acci6én de la amilasa de malta.-

La amilasa de malta es en realidad una mezcla de-
Alfa y Beta-amilasa. Utilizando esta mezcla de enzi--
mas y diferentes almidones se ha hecho evidente que se
producen mezclas de dextrinas limite. Estas dextrinas
tienen cadenas de tres a siete unidades de D-glucosa -
pero puede haber cadenas de diez a doce unidades. Pa-
rece que todas las dextrinas limite aisladas tienen u-
na constitucién anormal y que no estdn formadas s6lo -
por uniones maltosa. Los enlaces Aifa (1 — 6) produ-
cen la formacibén de dextrinas aungue parece que inter-
vienen en algin grado la presencia de grupos fosfato -

en la formacién de las dextrinas.



% Hidrolisis

FIG. | ACCION DE LA o-AMILASA DE MALTA

305

20+

(Tomado de Myrbach, 1948)

AMILASA

ALMIDON DE MAIZ

B DEXTRINA (glucdgeno)

Horas



- 20 -

Accibén de la amilasa pancredtica y de la amilasa sali-
val.-

El tratamiento del almidén de papa con amilasa --
pancredtica, produce sacdridos de alto peso molecular,
tetra y trisaciridos asi como maltosa. Se obtiene ---
gran rendimiento de dextrina limite.

La Alfa-amilasa salival produce maltosa y glucosa
por la accidn secundaria de la maltasa al igual que la

pancredtica. Las enzimas animales nc producen glucosa.

E) Microorganismos amiloliticos.

Los microorganismos amiloliticos han sido aisla--
dos de diversas fuentes: del suelo, del rumen y del es-
tiércol.

La sintesis de Alfa-amilasa por cultivos de Baci-
llus subtilis, han sido estudiadas por diversos auto--
res. Coleman y Elliot, 1962, encontraron que Bacillus
subtilis requiere para producir amilasa, almiddén, mal-
tosa, lactosa o galactosa como fuente de carhono. La-
fuente de carbono, los iones Fe+3 v los iones amonio, -
estimulan la produccibén de enzima. La Alfa-amilasa es
secretada al medio.

La Alfa-amilasa de B. subtilis, se puede usar in-

dustrialmente en la licuefaccidn y sacarificacién enzi
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midtica del almidén. La recirculacién de amilasas en -
el proceso reduce el costo de produccibn y facilita el
control de la reaccién. Linko et al, 1975, lograron -
la recirculacidn de la enzima de B. subtilis inmovili-
z&dndola en carboximetilcelulosa activada con bromuro -
de cianfgeno. La conversién del almidén se efectub a-
temperatura de 60°C a pH 6 en presencia de ehl D y Ca++.
En este proceso se requiere que la enzima no se inacti
ve, por lo cual no se puede utilizar temperaturas ele-
vadas.

Anteriormente se habia reportado que las Beta-a-
milasas s6lo existian en plantas superiores. Robyt et
al, 1964, reportaron una enzima produc;ora de maltosa,
encontrada en un cultivo de Bacillus polymyxa, similar
a las Beta-amilasas, pero que no requiere de un extre-
mo no reductor para atacar el substrato,su pH Sptimo -
es 6.8. Higashihara y Okada, 1974, obtuvieron una Be-

ta-amilasa del caldo de cultivo de Bacillus megaterium

aislado del suelo, estos autores purificaron la enzima
por precipitacidén con sulfato de amonio y por cromato-
grafia en columna, encontraron un pH 6ptimo de 6.5 in-
hibicién por reactivos que atacan uniones disulfuro y-
encontraron que la enzima desprende maltosa del extre-

mo no reductor al igual que la Beta-amilasa vegetal.



Takasaki, 1976, encontrd que una bacteria aislada
del suelo producia una enzima similar a la Beta-amila-
sa vegetal y ademds producia una pululanasa que es una
enzima que rompe ramificaciones Alfa (1-+6). La bacte-

ria fuéd identificada como Bacillus cereus var. mycoi--

des. La bacteria crece en polipeptona como fuente de-
nitrégeno y usa como fuente de carbono para la produc-
cidén de ambas enzimas almidén, dextrina, maltosa o glu
cosa. E1 pH 6ptimo es de 6-6.5 y la temperatura Spti-
ma es cercana a 50°C. Takasaki, en 1976, purificé am-
bas enzimas por diversas técnicas y encontrd que la a-
milasa libera maltosa en forma Beta, pero que a dife--
rencia de la enzima vegetal tiene un pH 6ptimo de 7 y-
um peso molecular menor. La pululanasa, liberz nalto-
sa, maltotriosa y maltotetrosa de la Beta dextrina -
1¢mite. Ambas enzimas, fueron inhibidas por reactivos-
que atacan grupos sulfhidrilo.

Usando como fuente de aislamiento estiércol y ---
muestras de suelo, Kuo y Hartman, 1966, seleccionaron-

una cepa de Thermoactinomyces vulgaris por su produc--

cidén de amilasa termoestable. Estos autores optimi--
zaron un procedimiento para la produccidn de éstas --
enzimas en un medio con fuente de nitrbgeno orgdnico Yy

maltosa o almidén como fuente de carbono. El pH 6pti-
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mo fué de 6.5-7.5. Un hongo que prodece dos enzimas -
termoestables amilasa y proteasa ha sido reportado por

Upton y Fogerty, 1977, el cultivo de Thermomonospora -

viridis se efectud en un medio con almidén de maiz y -
peptona micolégica, con pH inicial de 7. Los mejores-
rendimientos se obtuvieron incubando 48 horas cuando -
el pH es de 8.2.

Aspergillus oryzae, es un hongo que se ha utiliza

do mucho como fuente de amilasas, proteasas y nuclea--
sas. Yabuky et al, 1977, encontraron un sistema de in
duccién répida para la sintesis de Alfa-amilasa por es
te organismo. El cultivo se efectud inicialmente en -
condiciones de inanicibén, posteriormente se indujo la-
produccién de Alfa-amilasa, usando maltosa como induc-
tor 6ptimo, logrdndose velocidades méximas de produc--
cién. La enzima de A. oryzae tiene las propiedades de
las Alfa-amilasas, produce dextrinizacién del almidén-
y sacarificacién de las dextrinas, siendo la velocidad
de sacarificaci6én mayor que la de dextrinizacidn.

Se han aislado a partir del rumen varios microor-
ganismos amiloliticos. La digestién del almiddén en el
rumen es esencial para la utilizacién m&xima de gra--
nos alimenticios por el rumiante.

Hungate et al, 1952, encontraron un alto nGmero -
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de Streptococcus bovis en ganado de engorda con dietas

basadas en cebada. Durante la investigacién sobre la-
digestién del almidén por la oveja, Mac Pherson, 1953,

obtuvo varias cepas de Streptococcus bovis. La Alfa-a

milasa extracelular, producida por una cepa de S.Bovis,
fué descrita por Hobson y Mac Pherson, 1952, quienes -

estudiaron también la Alfa-amilasa de Clostridium buty

ricum aislados del rumen bovino.

Bacteroides amylophilus, ha sido descrito como --

bacteria amilolitica por Hamlin y Hungate, 1956. Esta
bacteria se aisld del rumen bovino; es bastante especi
fica para el almiddn, fermenta finicamente almidén y --
maltosa. Crece en un medio con peptona-extracto de le
vadura en presencia del carbohidrato fermentable. Los
principales productos de fermentacién son los &dcidos -
acético, férmico y succinico, COZ' Produce trazas de-
etanol y &cido léctico. Utilizando preparaciones cru-
das de la enzima de B. amylophilus, obtenidas por pre-
cipitacidén con sulfato de amonio, Mc Wethy y Hartman,-
1977, encontraron 6 isoenzimas amiloliticas. Una de e
llas se purificd y sus propiedades resultaron simila--
res a las de la Alfa-amilasa. La enzima degradé gré-
nulos de mafz en cierto grado y casi no tuvo actividad

en grénulos de almidén de papa.



Bacteroides ruminicola es amilolitico también y -

se presenta en cantidades elevadas en el rumen (Bryant
et al, 1958). Estos investigadores describieron tam--

bién un nuevo género y especie Succinomonas amylolyty-

ca, que hidroliza el almidén y se encuentra en nfimeros
elevados en el rumen cuando se alimenta a los animales
con dietas amildceas; sus productos de fermentacién a-
partir de glucosa fueron &cido succinico, &cido acéti-
co y trazas de &cido propidnico.

Algunas cepas de Selenomonas ruminatium var, lac-

tilycas son digestoras del almidén (Bryant, 1956), los
productos de fermentacidn varfan de acuerdo a la cepa,
pero todas producen acido acético y &cido propibnico.
Hobson y Mann, 1961, aislaron del rumen ovino esta --
misma bacteria y encontraron cepas que fermentaban el
glicerol. Miembros del género Butyrivibrio, han sido
reportadas como amiloliticas (Bryant y Small, 1956) Yy
se han aislado del rumen. Clarke, 1959, describe el-

aislamiento de Lactobacillus bifidus que hidroliza el

almidén y produce &cidos acético y l4ctico a partir -
de glucosa. Prevost Y Doetch, 1960, aislaron un COCO
anaerobio estricto que se presenta en cadenas muy lar
gas y que exibe pleomorfismo, este microorganismo fué

identificado como perteneciente al género Peptostrep-



tococcus. Produce a partir de glucosa o almidén, &aci-
do acético, férmico y lactico.
Del contenido ruminal de ovejas, Elias, 1971, ais

16 Catenabacterium ruminatium, que produce dcido y gas

del almidén y nitritos de nitratos. Produce también -

HZS'

Tambidn se han aislado del rumen Clostridium lock

headii (Hungate, 1957), que es anaerobio y el anaero--

bio facultativo Bacillus licheniformis (Appleby, 1955);

ambos son amiloliticos pero no se presentan siempre en
nimeron elevados.
Microorganismos aislados del estiércol.-

Utilizando un método de tubo rodado para el culti
vo de anaerobios, Salanitro et al, 1974, aislaron va--

rios microorganismos del ciego del pollo y entre ellos

identificaron miembros del género Peptostrep®tococc:s,.—

Eubacterium y Bacteroides, gque son amiloliticos y anae

robios. Aislaron también miembros del género Propioni
bacterium que no son amiloliticos. Utilizando el mis-
mo método para el cultivo de anaerobios, Salanitro et-
al, 1974, encontrd en un medio que contenia fluido ru
minal numerosos anaercbios aislados del ciego del po--

1lo. Estos microorganismos, tienen requerimientos nu-

tricionales similares a los anaerobios ruminales. En-



tre muchos otros microorganismos encontrd Bacteroides-
fragilis que es amilolitico.

Kenworthy, 1973, en su trabajo sobre flora intes-
tinal del cerdo, encontrd que el almidén de papa es me
tabolizado por microorganismos en el ciego e intestino

delgado, narticuilarment» pPOr Clostridium butyricum, que

parece ser la fuente principal de amilasa en el conte-
nido fecal del cerdo. Salanitro et al, 1977, compara-
ron varios tipos de medios para el aislamiento de bac-
terias fecales del cerdo y encontraron gque en un medio
con fluido ruminal al 40% se pueden recuperar el mayor
porcentaje de bacterias. Identificaron tentativamente

miembros del género Eubacterium, Clostridium y Propio-

nibacterium, esta poblacidén constituye el 90% de las -
bacterias, el 8% incluye varias especies de anaerobios
y E. Coli.

Fermentacién del almidén in vitro.-

Los métodos de fermentacidén in vitro han demostra
do que, la poblacién bacteriana del rumen digiere die-
tas ricas en almidén. Salisbury et al, 1961 y Trei -
et al, 1970, reportaron que la aplicacién de vapor de-
agua al almidén o a dietas amil&ceas produce la hidra-

tacién del almidén y aumenta el grado de asimilacién -

de éste por las bacterias del rumen.



- 28 =

Las amilasas pueden atacar directamente grédnulos-
de almidén a velocidad lenta. Walker y Hope, 1963, -
describen la accidn de amilasas de diversas fuentes so
bre los granos de almiddn. Las Alfa-amilasas salival,
pancredtica y de B. subtilis, deagradaron grédnulos de-
almidén en grados distintos, se encontrd que la adsor-
cibén de la enzima a los grénulos es desfavorable a la-
hidrélisis del grano. Las enzimas cristalinas tuvie--
ron la misma capacidad de hidrolizar grénulos de almi
d6n que la fuente de enzima cruda. Las amilasas de A.
orizae y de camote no degradaron los gré&nulos.

Walker y Hope, 1964, examinaron la accibén sobre -
grdnulos de almiddn, de las Alfa-amilasas extracelula-

res de Streptococcus bovis y de Clostridium butyricum,

aislados del rumen de ovinos, asi como de los sistemas
intracelulares de amilasa de bacterias mixtas del ru--
men. Las amilasas purificadas de S. bovis y C. butyri
cum tienen la misma capacidad de hidrolizar gr&nulos -
de mafz que el filtrado del cultivo y su accidn es si-
milar a la de la amilasa salival. Las bacterias mivtas
del rumen|fueron tomadas de ovejas alimentadas con =--
dietas ricas.en granos a las que se habian eliminado -
los protozoarios. Este cultivo mixto contiene una a--

milasa que degrada granos de almiddén de maiz y de pa



pa. Cuando tomaron bacterias mixtas del rumen de ove-
jas alimentadas con la misma dieta pero que posefa pro
tozoarios ciliados, la amilasa de los microorganismos,
no tuvo efecto sobre los gré&nulos.

El mecanismo de la fermentacién de gr&nulos de al
midén por microorganismos del rumen se ha estudiado --
por varias técnicas. La observacién microscdpica de -
los microorganismos sobre los grénulos de almidén mues
tran una influencia in situ sobre la superficie de los
gré&nulos. En animales alimentados con dietas de rela-
ciones concentrado: Forraje variadas en los cuales se’
reporta que con dietas ricas en almidén aumenta el &ci
do propibnico. Balch y Rowland, 1957, Moore et al, --
1962, prepararon uﬁ sedimento bacteriano representati-
vo microscépicamente por centrifugacién diferencial, -
del flufido ruminal de ovejas alimentadas con mafz y fo
rraje en relacién 3:1. El sedimento se cultiv6 en a--—
naerobiosis en un medio con almidén, urea y sales mine
rales. Esta cultivo posee propiedades amiloliticas, a
pesar de existir entre los distintos tipos de bacterias
algunas no amiloliticas. Debido a la simbiosis en el-
cultivo mixto no se requirié afiadir vitaminas. El mé-
ximo de fermentacién ocurrid al reajustar el pH del me

dio a pH = 6.8.

.



Posteriormente, Loper et al, 1966, desarrollaron-
una técnica para estimar el almiddn gravimétricamente.
Encontraron que las condiciones para obtener una diges
tién de mafiz satisfactoria in vitro, son: un medio nu
tritivo con almidén, minerales y nitrégeno no protéico
amortiguado a 6.8, en un tiempo de incubacidén de 24 --
horas. .

En los medios de cultivo para estudiar la diges-
tién del almiddén, se utiliza comunmente, urea, pero --
los datos reportados por Acord, 1967, indican que la a
dicién de sulfato de amonio, cloruro de amonio, aceta-
to de amonio y fosfato de amonio produce resultados e-
quivalentes a la urea en la digestién in vitro del al-
midén por microorganismos ruminales. S6lo algunos ami

nodcidos tuvieron el mismo efecto que la urea.



METODOS Y MATERIALES.



A) Método de seleccidn.

La seleccidn, se realiz@ tomando en cuenté que el
estidrcol contiene microorganismos amiloliticos, junto
con una poblacidén heterogénea. La hipbtesis de selec--
cidn se fundament® en que, a partir de esta flora hete
rogénea, er§ posible aumentar el nimero de microorga-
nismos amiloliticos, utilizando como finica fuente de -
carbono el almiddén. El1 método se bas@ en la fermenta-
cién de un medio de cultivo que se describird@ poste---
riormente, por los microorganismos del estiércol y re-
siembra a medio de cultivo nuevo cada tres dias, en -
dos ocasiones.

La razdn de realizar un enriquecimiento de este -
tipo, es que se tienen en mente las limitaciones exis-
tentes para lle;ar los resultados de laboratorio a vo-
ltimenes industriales, por lo tanto las condiciones de
fermentacidn, tanto en el control de pardmetros fisi-
cos, como en la eleccidn de sustratos para el medio de
cultivo, se forzarem en el primer caso, hacia los més-

simples y en el segundo, hacia los més econdmicos.

B) Disefio del medio de cultivo.

1.- Fuente de Carbono.- Como fuente de carbono y de e-
nergia, se us® almiddén. Para conocer la cantidad de al

middn necesaria para que los microorganismos se pu



dieran desarrollar, se tomd en consideracibn lo expues

to por S. Aiba, 1973.

a) Los microorganismos contienen un 50% de carbono.

b) En anaerobiosis se incorpora un 10% de sustrato

carbonado en las cé&lulas.

c) Se querfan obtener alrededor de 10 g. de cel/lt.
Entonces:

10 g. cel/1lt. x 1/2 x 100/500= 10 g. C

Tomando en cuenta que el almiddn estd ccmpuesto --
por unidades de gluccsa unida por puentes glicosidicos,

se consider§ un peso de hexosa anhidra (CGH 05) de 162

10
g. de los cuales 72 g. son carbono, es decir:

10 g. C x 162g. hex.= 22.5 g. de hexosa
PA2Gincs 5
~20 g de almiddn

2.- Fuente de nitrdgenoc.- Se procurd utilizar una fuen-
te de nitrégeno barate y f&cil de adquirir, se utilizb-
sulfato de amonio, (aﬁhgs se_hizo uha pfqeba con uréa,—
pegélné di6 resultado). Para calcular la cantidad de --
sulfato de amonio necesaria, se considerd que el 10% --
del peso seco de los microorganismos es nitrégeno.

10 g. de cel. ----1 g. de nitrdgeno

peso molecular del (NH4)2 SO4 = 132 g

132g. ==== 28 g.N

X -=-=- 1 g. N X = 4.7 g.

\\

\

~ 5.0 g. de (NH4)2SO4



Se agregd® al medio inicial 6 g. de (NH4)2 SO4

3.- Minerales.- Para suministrar los minerales indis--
pensables péra los microorganismos se usaren las sa---
les que contiene la saliva artificial (i;belsen, i;%g)
%Q ei\Cuaégl 4, se muestra la composicidn de la saLl——
va artificial y 1la comp051c16n dél medio de cultlvo. =
4.- Estiércol.- El estiércol fué o%ﬁﬁ?ﬁ?o de vacas ---
Holstein estabuladas cuya dleta consistfia en 3 Kg. de-

concentrados de cereal y forraje seco. El estié&rcol --

/ - 3
utitizado fué sin almacenamiento previo.
{ /

gye o€ 1 I 2
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CUADRO 4
COMPOSICION DE LA SALIVA ARTIFICIAL

Y DEL MEDIO SELECTIVO

Saliva artificial i Medio de seleccibn

Bicarbonato de sodio 19.60 g. 19.60 g.
Fosfato dibésico de

potasio trihidratado 14 SO0 S e e
Fosfato monob&sico

deNpoita s o = = 14.00 g.
Cloruro de potasio 1.14 g. 1.14 g.
Cloruro de sodio 0.95 g. 0.95 g.
Sulfato de magnesio

heptahidratado 0.24 g. 0.24 g.
Glorureiide caleio R R c e 0.24 g.
Urea 18N B Cy N N~ = ——
Glucosa T B8 0ge 1 R SR S sesesee e
Sulifato desamonio s e L — sk 12 gr*
Almidon s PSRRI e R e 40 g.
Agua destilada 2000 ml. 2000 ml.

* La cantidad de sulfato de amonio fue variada para ajustar las dis-

tintas relaciones de C/N.

Al medio de seleccibén se le agregd CaCl2 como estabilizador de las

amilasas producidas.

Troelsen, 1969.
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C) Esquema del procedimiento general.

Para estudiar la influencia de los diferentes pard

metros, se siguib el esquema siguiente:

Estiércol + Medio de Cultivo

Homogeneizar
Tomar pH. Ajustar a 7.0 to-
cultivo mar 10 ml. de muestra para-
Inicial actividad amilolitica y re-
“ ductores a las 0,24,48 y 72
ler. pase hrs.
Incubar 72 hrs.
Tomar 5% de inb-
culo y agregar -
95% de medio nue
vo.
29
Pase % Tomar pH. Ajustar a 7.0 to-
ta. Transferen mar 10 ml. de muestra para-
Gl actividad amilolitica y re-
ductores a las 0,24,48 y 72
hrs.
Incubar 72 hrs.
Tomar 5% de inb-
culo y agregar -
95% de medio nue
vo.
2c
Pase & Tomar pH. Ajustar a 7.0 to-
2a. Transferen mar 10 ml. de muestra para-
cia. actividad amilolitica y re-
ductores a las 0,24,48 y 72
hrs.

Incubar 72 hrs.



D) Medicidn de la actividad amiolitica.

1.- Soluciones.- Amortiguador de fosfatos pH 6.8 - --
Se toman 490 ml. de una solucién de KH, PO4 0.2 M. Se
agregan 510 ml. de una solucidn de ‘ja2HPO4 0.2.'f, Se -
comprueba el pH con el potencidmetro y se ajusta con-
HCL 1.0 H 6 NaOH 1N si es necesario.

2.- Procedimiento (Tietz, 1972).- Solucidn de almiddn
1.2 g./100ml. en agua. Con agitacidn, se suspenden --
3.0 g. de almiddén soluble de Litner en 20-30 ml. de a-
mortiguador, para formar una suspensién homogénea sin-
grumos. A esta suspensidn se agregan lentamente de 150
a 200 ml. de amortiguador hirviendo, agitando enérgica
mente. Cuando la temperatura asciende a 80-85°C, las-
particulas se disolverdn formando un sol. homogéneo de-
almiddén opalescente. Se calienta la solucidén con agi-
tacién hasta ebullicién. Se hierve 3 minutos. Se —--=
transfiere a un matrdz volumétrico de 250 ml. se deja-
enfriar la sol a 30-35°C y se completa el volfimen con-
amorticuador hasta 250 ml. La solucidn es estable tres
o cuatro semanas si estd refrigerada.

3.- Determinacién de reductores.- Tomar una muestra de
medio fermentado. Centrifugar 3,000 r.p.m. Con elli=N

sobrenadante obtenido se sigue el siguiente esquema:



|}
w2

3

1

Problema:
Medio fermentado .....s.ee..--... 5 ml.
Sol. de almidén al 1.2% ........ 5 ml.
AMOTtigRadOr «cess sisesesssssssse 9 Mi.
AQUA +ccevssesossccssossssansaans —7777

Incubar a 39°C. Tomar muestras de 1 ml. a los 0'
30', 60' y 90'. Determinar reductores por el método -
Nelson Somogyi, 1944. La actividad se reporta como la
diferencia en mg. de glucosa a los 90'-mg de glucosa -
al tiempo 0.

Se precipitan las proteinas anadiendo hidréxido -
de Bario y sulfato de Zinc, las proteinas forman pro--
teinatos de Zn y Sulfato de Bario.

Zn SO, + Ba(OH)2 =-===% 7Zn (OH)2 + Ba SO4

4

En el sobrenadante se encuentran los azficares re-
ductores.

La glucosa reduce el ion cliprico a cuproso con --
formacibén de 6xido cuproso (Cuzo). La reaccién no es-
estequiométrica y depende de la alcalinidad, tiempo Yy
temperatura de calentamiento y concentracidén de reacti
vos. La reoxidacién de ibén cuproso por oxigeno se im-
pide incorporando 18% de sulfato s6dico al reactivo pa

ra disminufr la solubilidad del oxigeno. Después se a

fiade &cido arsenomolfbdico que se reduce con el ién cu
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proso formando 6xidos inferiores de molibdeno, estos -
6xidos producen un color azul que se lee a 540 nm.
La preparacibén de los reactivos se encuentra en -

el apéndice 1.

E) Influencia de la concentracién de estiércol.

Se probaron tres concentaciones de estiércol fres
co: 10%, 20%, y 30% del volfmen total. Estos experi--
mentos se llevaron a cabo incubando a 37°C, siguiendo,
el esquema de seleccibén. Se ajustd el pH a 7 cada 24

hrs.

F) Influencia de la temperatura y la agitacidn.

Se realizaron cuatro experimentos utilizando dos-
temperaturas: a 37°C y a la temperatura ambiente (18°C)
haciendo fermentaciones estdticas o agitadas.

Se realizb al mismo procedimiento de seleccibn, a
justando el pH a 7.0 cada 24 hrs., se usé una concen--

traciébn de estiércol del 30%.

G) Influencia de la relacién C/N en el medio.

Se probaron tres relaciones carbono/Nitrogeno en-

el medio de cultivo.



. 30 -

almidén 20 gr.

C/N = 6.4
(NH4)ZSO4 6 gr.
almidbén 20 gr.
C/N 4.6
(NH,) ,80, 9 gr.
almidén 20 gr.
C/N = 3.5
(NH,) ,80, 12 gr.

Estas fermentaciones se hicieron ajustando el pH,
a 7.0 cada 24 hrs. durante el cultivo inicial a las --
transferencias sucesivas, usando el 30% de estiércol e

incubando a 37°C en forma est&tica.

H) Medicibén del nitrégeno protéico durante la fermenta

La determinacién del N protéico, se efectub dia--
riamente en matraces que contenfan las condiciones si-
guientes: 30% de estiércol fresco, relacién C/N en el-
medio de cultivo de 4.5, las fermentaciones se hicie--
ron en forma estdtica a 37°C, el pH se ajusté a diario
a 6.5, después se siguib el diagrama de transferencias
ya indicado.

La proteina en el medio se obtuvo por diferencia-

entre el nitrbgeno total y el nitr6geno soluble presen
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tes en el medio fermentado. E1l nitrdgeno total se mi-
dié con el método que se describe a continuacién:

Se realiza una digestidén Kjeldhal, (Vogel, 1960),
el amonio formado en este [#7C se convierte en hidréxido-
de amonio en presencia de &dlcali concentrado, el hidrd
xido de amonio reacciona con fenol e hipoclorito ~A4i-
co (reaccidén de Berthelot), para formar el indofenol -
azul.

1.- Digestibn.- Se miden de 5 a 10 ml. de muestra, se-
colocan en un matrdz Kjeldhal, se agregan 20 ml. de -
H2SO4 concentrado, 3 gr. de mezcla catalizadora (sulfa-
to de potasio, 200 gr., sulfato de cobre 20 gr., &xido
de selenio 5 gr.), se agregan perlas de vidrio para re
gular la ebullicidén. Se lleva a hervir en una parrilla
o mechero en una campana de vidrio con extractor de ai
re. La digestidn total se alcanza cuando la solucidn-
es totalmente transparente. Este paso tiene por objeto
oxidar la materia orgdnica por calentamiento. El cata-
lizador sirve para acelerar la oxidacidn y elevar el -
punto de ebullicidén del &cido sulffirico; los elementos
O y SO

¢, Hy S se oxidan a CO,, H y en el N se con--

2 2

vierte en (NH4)2 SO4.

2.- Determinacidn de NH3.- (Pietz, 1972). El (NH4)2 o

so, formado se libera en presencia de dlcali en exceso.

4
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(M) 480 0% 2 OH - ~—==csswemsons > NH, + H,0 + SO,

El amoniaco en una porcién alfcuota reacciona con
fenol y hipoclorito sbédico en un medio alcalino para -
formar el indofenol azul. Se utiliza como catalizador

el nitroprusiato sddico.

Reaccibn:
NH, + NaOCl + 2 O __Naow . 0 =D=n-{-0"
Na Fe(CN) NO Indofenol

Se coloca 1 ml. de la muestra, se le agregan 5 ml.
de la solucién de fenol nitroprusiato y 5 ml. de la --
sol.de hipoclorito. Se deja reaccionar 30 min. a tem-
peratura ambiente y se lee en un colorimetro a 625 nm.
Curva esténdard.-h Se disuelven 0.3883 gr. de (NH4)2 =
S0, en 1 1lt. de agua, conteniendo de tal manera 100 --

4

mg/l de NH,. Se diluye esta solucién 1:10 para tener
3

10 mg NH3/1.

Mg. NHg 0 2 4 6 8 10

ml. de dilucidén 1:10 de sol

esténdard 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

H,0 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0
Se traza la curva estdndard, graficando D.O. contra

concentracidén de NH3 y se extrapolan los valores de --

D.0. de las muestras se obtienen 1l0s ug de NH3/m1. pre

sentes.
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I) Determinacién de nitrdgeno total.

Se toman 10 ml. de medio fermentado. Se realiza-
la digestién Kjeldhal. Se anaden 400 ml. de agua. Se--
toman 2 ml. de esta dilucibn y se agregan 8 ml. de NaOH-

2N. Se utiliza 1 ml. para la determinacién de NH, por--

3
el método del indofenol.

J) Determinacién de nitrSgeno soluble.

El N soluble se midid siguiendo dos procedimientos
ambos se compararon entre si.

Uno de los procedimientos se basd en que el (NH4)2

SO4 es la finica fuente de nitrfgeno. Se obtuvo una mues-
tra de 1 ml. del medio fermentado. se diluyé 1:100 con-
agua destilada. Se miden 2 ml. y se colocan en un tubo,
se agregan 8 ml. de agua destilada. Se usa 1 ml. de es-
ta Gltima dilucibn para efectuar el método del indofenol.
El otro método consisti6 en tomar 5 ml. del liqui-
do fermentado, afadir 5 ml. de sol. saturada de ZnSO4.--
Mezclar y centrifugar, colectar el sobrenadante, afadir-
5 ml. de ZnSO4 para laverlo, wezclar, centrifugar y co--
lectar este sobrenadante. Mezclar ambos sobrenadantes, -
tomar 10 ml. y realizar la digestibn Kjeldahl. Afadir --
400 ml. de agua. Tomar 2 ml. agregar 8 ml. de NaOH 2N y-

medir 1 de esta dilucibn para efectuar el método del indo-
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fenol.

Con ambos métodos se obtienen resultados simila--
res.

El Nitr6geno protdico se calculd con la f&rmula -
siguilente:

N protéico = N total - N soluble.

En algunos casos (en el cultivo inicial) se deter
mind directamente la protefna por el procedimiento si--
guiente:

Se toman 5 ml. de medio y se precipitd la protef-
na con 5 ml. de sol. saturada de Zn SO4. Se agita y =—-
se centrifuga, el sobrenadante se colectd, se lavd el -
precipitado con 5 ml. de Zn SO4 se mezcl6 y centrifugb-
colectando el sobrenadante para determinar N soluble.

Al precipitado se le afadieron los 20 ml. de HZSO4
necesarios para la digestibn y se transfirieron a un ma
trdz Kjeldahl afadiendo 3 g. de catalizador. Se digiere.
Se enfria y se afladen 400 ml. de agua destilada, se to-
man 2 ml., se agregan 8 ml. de Na OH 2N y se toma 1 ml.
para el método del indofenol.

Este @iltimo método nos da idea de que los resulta
dos obtenidos por la férmula esti cerca de la realidad.
No se siguib haciendo porgue es muy imprdctico, ya que -

aunque se trata de evitar se pierde algo del =---
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precipitado, o bien, no se lava bien y queda en &l al-
go de sulfato de amonio. Se encontré un error del 5 -
6% entre la determinacidn directa y el cdlculo por me-

dio de la fdérmula.

K) Preparacidén de silos experimentales.

pPara observar la degradacién del almiddén de maiz-
por el fermentado amilolitico se prepararon silos de -
maiz que contenian tres porcentajes diferentes de fer-
mentado respecto a la cantidad de grano.

Se utilizé maiz molido. Se hizo una prueba pre--
via afiadiendo a una cantidad de maiz en vasos de preci
pitado diferentes porcentajes de fermentado, obtenién-
dose mezcla del siguiente aspecto: Hasta 20% seco, de
30 - 50% aspecto semi-hGmedo, de 60% en adelante la --
mezcla tenia un aspecto francamente humede. asi que -
se probaron las concentraciones dd 30, 40 y 50% de fer
mentado.

Los silos fueron preparados de la manera siguien-
tel
Se pesé 1 Kg. de maiz para cada concentracidn y se le-
agregd el fermentado en porcentaje respectivo (300 ml.
al que tendria 30% y asf sucesivamente). Se prepard,—

un control sin fermentado pesando 1 Kg. de maiz y afa-



cdiendo 400 ml. de agua. Se llenaron frascos etiqueta-
dos de tamano igual empacando la mezcla para no permi
tir que cuedara al aire y se cerraron herméticamente.
El fermentado se prepard en una serie de 6 matra
ces de 500 ml. que contenfan un volfimen de 250 ml. Pa
ra el cultivo inicial se us6 30% de estiércol, el me-
dio tenia C/N de 4.5, la fermentacidn se realizd incu
bando a 37°C en forma estd&tica ajustando el pH del me
dio cada 24 hrs a 6.5. Se siguid el esquema de pases-
sucesivos en el mismo medio. Se usb el fermentado con
una actividad amilolitica de 25.8 mg/ml fermentado/90min.
Se midieron los recductores en la mezcla ensilaca
mafz-fermentado a los dfas 0, 3, 6,-12, 14, 18, 20, 24
28 y 31 de ensilaje de acuerdo a la técnica que sigue:
Abrir el frasco correspondiente y homogeneizar el
contenido. Pesar 5 g. de mezcla fermentada. Ahadir 50-
ml. de agua destilada. Agitar magnéticamente 15 minutos
tomar 1 ml., agregar 9 ml. de agua destilada, de aqui -

se toma 1 ml. y se sigue el método de Nelson Somogyi, -

1944, para determinar glucosa.

L) Caracterizacibén de los microorganisnos.

1.- Cuenta de microorganismos,- Se realizd con el fer--

mentado del tercer pase. Se tomaron por duplicado---
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muestras de 1 ml. y se hicieron diluciones seriadas en

agua estéril. Se hicieron diluciones hasta 10_12. Se

sembraron finicamente las diluciones 10—7 hasta 10“l2 =
en medio para cuentas totales y para contar microorga-
nismos amiloliticos. Se incub6 a 37°C. Se hizo la --
cuenta una vez que aparecieron las colonias. Para fa-
cilitar las cuentas en almiddén y observar la hidr6li--
sis se anadi6 solucién de Lugol.

2.- Aislamiento e identificacibén.- Los medios utili-
zados anteriormente contienen 0.05% de cisteina para -
crear un ambiente anaerobio. Se lograron aislamientos
convenientes en las filtimas diluciones.

Para el estudio de anaerobios se usd el método de
roll tube de Hungate (1969), en el cual el medio s6li-
do se distribuye en una capa delgada sobre la superfi-
cie interna de tubos de ensaye que contienen una atmos
fera anaerobia, desplazando el aire con C02. E1 méto-
do realizado en el siguiente:

1) Hacer diluciones seriadas con agua estéril.

2) Sembrar 1 ml. de las diluciones 10_7 = 10-12'

3) Agregar el medio que se va a utilizar, fundido

a 45°C. Mezclar.

4) Introducir una corriente de C02, de manera que

no se formen burbujas en el medio.



5) Cerrar el tubo por medio de un tapdn de hule-
estéril .
6) Rodar el tubo en una charola con agua fria pa
ra solidificar.
7) Se incubaron a 37°C los tubos verticalmente.
Los medios utilizados con la té&cnica de roll tube
fueron:

Medio almidbén --- (NH4)2 S0, con cisteina.

Extracto de levadura ---peptona con cisteina.

Rogosa S L agar.

Una vez aisladas las colonias se picaron para exa

minar la pureza, morfologia y tincién de gram y de es--
poras. Se subcultivaron posteriormente para poder efec
tuar una identificacidn presuntiva haciendo pruebas bio
quimicas. Todas las pruebas de fermentacibdn y las fi--
siol8gicas se incubaron a 37° C.
3.- Pruebas bioquimnicas.- Se probaron las cepas para --
fermentacién de glucosa , lactosa, sacarosa, glicerol,-
manitol, sorbitol, xilosa, maltosa, galactosa, fructo-
sa.

Se sembrd en caldo nitrato para observar produc-
cibén de nitritos.

Se us6 medio SIM para observar produccidn de HZS'

de indol y movilidad.
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Se hizo prueba de catalasa.
Se sembrd en un medio con 0.5% de glucosa y se in
cubd una semana para el estudio de los productos de --

fermentacidn por cromatografia de gases. Cottyn (1968).



RESULTADOS.



A) Influencia de la concentracidn de estiércol.

Los resultados de la actividad amilolitica, de la
evolucidn de los azficares reductores en el medio ydel -
pH obtenidos durante la fermentacidn estdn en el Cuadro
5. Estos parimetros nos permiten evaluar la produccibn
de amilasa, ya que al observar como, a partir de un me-
dio en el que se tiene una cantidad casi nula de reduc-
tores, en el caso de existir actividad amilolitica, con
el tiempo se liberarian reductores al medio, aumentando
asi su actividad. La actividad amilolitica nos indica -
ademds si se ha mantenido esta actividad o se ha aumen-
tado, asi como si existe algfin inhibidor que pudiera de
crementar la actividad de la enzima.

En el cultivo inicial, la actividad amilolfitica -
es elevada en las tres concentraciones de estiércol pro
badas. En el caso del experimento con 30% de estiércol-
en el 1°y el 2° pases la actividad amilolitica es mayor-
que en los otros casos.

La variacién de los reductores en el medio duran-
te el cultivo inicial muestra un incremento de los re-
ductores a las 24 hrs. seguido de una caida de &stos-
en los tres experimentos. Este hecho sugiere que en-
el cultivo inicial heterogéneo, una poblacién amiloli-

tica hace aumentar los reductores al degradar el almi-
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE ESTIERCOL.
EVOLUCION DE LA GLUCOSA LIBRE EN EL MEDIO Y DE LA ACTIVIDAD AMILOLITICA
DURANTE LA FERMENTACION.

1°

Pase

2°

Pase

30

Pase

1C

2B

2C

3B

Glucosa
mg/ml

25

4.

48

40

.08

.03
.79

.10

.84
.10

.14

0 Horas

Actividad

mggluc/ml 90

pH

7.d

7.0

7.0

7.4

7.5

7.5

i

T2

Glucosa

15.80
19.65

28.25

16.67

9.82

24 Horas

Actividad
mg/ml mggluc/ml 90

0.27
4.23

16.85

PH

5.

4

5.2

48 Horas
Actividad
mg/ml mggluc/ml 90

Glucosa

ND

ND

10.53

11.76

ND

ND

1.85

9.83

23.34

min.

PH

ND

72
7.0

el

7.0
6.0

6.4

Glucosa

16.32
14.74

12.28

9.30

30.74

10.70

12.29

20.00

72 Horas

Actividad
mg/ml mggluc/ml 90

29.30
37.90

29.13

2.63

3.51

18.25

15.09

min.

PH

7.0
7.0
70

7.0
7.0

7.0

5.6
6.9

6.8

1A, 2A, 3A: con 10% de estiércol.

Las fermentaciones se efectuaron en forma
relacién C/N = 6.4.

ND: No determinado

1B, 2B, 3B: con 20% de estiércol.

1C, 2C, 3C: con 30% de estiércol.

estdtica, incubando a 37°C, se ajustd el pH a 7 cada 24 hrs. en un medio con



dén, una vez liberados los reductores, &stos son con-
sumidos por una flora no amilolitica que hace que baje
la cantidad total de reductores en el medio. Durante-
el 28 y 32 pase, existe un claro aumento de los reduc
tores en el medio con respecto al tiempo, indicando -
que los microorganismos amiloliticos se estin desarro
llando.

Se, debe resaltar el hecho de que, como se obser-
va en el Cuadro 5, al bajar el pH de 7 6 7.5, a valo-
res de 6 6 menores se aumenta la actividad, esto suce
de a las 24 hrs. en el cultivo inicial y en la 22 - -
transferéncia. En la primera transferencia ocurrié -
gue el pH aumenté a las 24 hrs., Esto produjo en los -
experimentos de 10% y 20% una actividad de amilasa po
bre y se liberaron al medio pocos reductores. En el -
experimento con 30% de estiércol, el pH llegd a 7.0 y
se obervé una mayor produccibén de amilasa. Esto Glti-
mo puede atribuirse a que la mayor concentracidn de -
estiércol ayuda a que baje rédpidamente el pH y mejora

la actividad y la produccibn de enzima.

B) Influencia de la agitacibn y la temperatura.

En el Cuadro 6 se encuentran anotados los resul-

tados obtenidos en el tercer pase del ex-



CUADRO

EFECTO DE LA AGITACION Y LA TEMPERATURA EN LA EVOLUCION DE LA GLUCOSA LIBRE
EN EL MEDIO DE CULTIVO Y EN LA ACTIVIDAD AMILOLITICA.

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Glucosa Actividad pPH Glucosa Actividad pH Glucosa Actividad pH Glucosa Actividad PH
mg/ml mggluc/ml 90 mg/ml mggluc/ml 90 mg/ml mggluc/ml 90 mg/ml mggluc/ml 90
min. min. min. min.
AT 3A 0.79 0.25 7-3 0.96 0 7.3 3.51 3.86 6.4 4.39 2.28 7.0
@ A+T_ 3B 1.05 0.35 a3 8.25 18.25 6.8 9.47 11.23 6.4 12.81 12.46 6.8
]
2 AT e 1.5 5.98 7.3 14.04 29.83 6.0 12.98 29.13 6.6 13.16 20.53 6.9
Ls) '
A+T+ 3D 1.49 0 73 2.01 10.97 12 5.61 11.76 51810753 8.77 7.0
AT = 3A: estitico, incubado a temperatura ambiente ( 20°C).
A+T_ = 3B: agitado, incubade a temperatura ambiente.
AT = 3C: estftico, incubado a 37°C.
A'T" = 3p: agitado, incubado a 37°C.
Las fermentaciones se efectuaron en un medio con relacién C/N = 6.4, concentracién de estiércol = 30%. El pH fué ajus

tado cada 24 hrs.



perimento.

Se trabajé con 4 disefnos distintos para observar
el efecto de la agitacibn y la temperatura sobre la -
produccién de amilasa. Los denominaremos asf: A" T ,
se efectud a temperatura ambiente y sin agitar; A+ 7o
se efectud a temperatura ambiente y agitando; AT T+,-
sin agitar e incubando a 37°C y A+ A+ efectuando con-
agitacidén e incubando a 37°C.

De ios resultados del Cuadro 6 se puede observar
que en el diseno AT T existe una pequefia actividad -
de amilasa y se liberan muy pocos reductores en el me
dio, lo cual indica que se prnduce poca amilasa en es
tas condiciones. El disefio A~ T" muestra una activi-
dad de amilasa mayor asf como una liberacién de reduc

tores m:or que con A+ T = p

En el caso de AT T notamos también que el pH ba
ja con mayor lentitud (48 hrs.) con respecto a los de
ma&s. De nuevo es evidente que una vez que el pH del-

medio ha llegado avalores de 7 aproximadamente, se -

produce mas amilasa.

C) Influencia de la relacibn carbono/nitrégeno en el-

medio de cultivo.

Se midié la actividad amilolftica y la produccién



EFECTO DE LA RELACION CARBONO/NITROGENO EN EL MEDIO DE CULTIVO.

CUADRO 7

EVOLUCION DE IA GLUCOSA LIBRE EN EL MEDIO Y DE LA ACTIVIDAD AMITOLITICA
DURANTE LA FERMENTACION.

1°

Pase

20

Pase

3°

Pase

1c

2B

2C

3A

3B

3C

Glucosa

g/l
6.15
5.13

5.30

1.37

1.45

0.85
0.85

0.87

0 Horas
Actividad
mggluc/mi 90
min.
5.98
4.44

7.18

w

L)

3,91

pH

7.2
Fitel

7.1

7.3

7.2

7.3

72

24 Horas
Glucosa Actividad PpH
mg/ml mggluc/ml 90
min.
19.83 21.20 5.6
17.78 23,25 5.3

13.00 10.60 5.5

14.36 8.20 6.0
22.57 4.80 529
10277 4.27 5.6
9.75 5.64 6.0

12.14 18.64 5.6

10.60 13.34 5.9

48 Horas

Glucosa

Actividad PpH

mg/ml mggluc/ml 90

27.36
34.20

23.94

16.07
21.55
13.34

10.26
15.40

13071

17.10
10.26

13.68

10.26

7.18

13.68

25530

12.50

min.

72 Horas

Glucosa Actividad pH
mg/ml mggluc/ml 90

29.07
34.20

29.07

20.52
19.84

16.76

16.76
23.94

22,57

18.81
17.10

18.81

2.05

3.42

15.73

20.52

8.20

min.

7.0
6.7

6.7

7.0
6.9
6-9

7.0

7.0

1A, 2A, 3A: C/N = 6.4

Las fermentaciones fueron realizadas con 30% estiércol, en forma estitica, incubando a 37°C.
hrs. a 7.0.

1B, 2B, 3B: C/N = 4.5

10, 26, 3€; C/N= 3.5

Se ajustd el pH cada 24-
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de reductores en tres experimentos, enel experimento-

A, hay una relacién C/N = 6.44, en el B, la relacidn-
C/N es de 4.5y enel C, la relacibén C/N es de 3.5. Es--
tos resultados se encuentran en el Cuadro 7 (actividad
amilolitica, y cambio de pH con el tiempo).

La actividad de amilasa en el cultivo inicial -
en el caso de la relacidn C/N = 6.4 y en el caso de -
C/N=4.5 son similares. La actividad de la amilasa en-
la relacibén de C/N =3.5 fue siempre menor durante to-
do el experimento.

En la primera transferencia notamos un mismo -
patrdn, la actividad de amilasa se eleva un poco en -
las primeras 48 horas, cayendo a valores muy bajos en
las 72 hrs., esto sucede en los tres modelos.

En la 2°transferencia, la actividad amilolitica,
es mids elevada en el caso de C/N = 4.5, con respecto-
a los otros dos.

Se liberan mas reductores en los tres casos en-
el cultivo inicial. En la 1°y 2°transferencia es cla-
ra la elevacién de reductores en el medio en todos --
los matraces.

El pH baja a las 24 hrs. a valores hasta de -
5.3, v la actividad de amilasa y los reductores en el

medio aumentan.



De acuerdo a estos resultados se eligié la rela-
cidén C/N = 4.5 para fermentaciones subsecuentes ya que
con esta relacidén se favorece la actividad amilolitica

y la liberacién de reductores al medio.

D) Influencia del ajuste del pH.

En el esquema general de las fermentaciones, se-
menciond la realizacidn de ajuste de pH cada 24 horas.
Segfin se ve en la Figura 2, la generacién de acidéz -
por la fermentacidn se vé afectada si el pH se resta--
blece con NaOH a 7 o a 6.5, siendo este segundo valor-
el que favorece una variacibn mayor en la acidéz del -
medio principalmente en el 3°pase. Lo que significa -
que la fermentacidn se acelera cuando ajustamos a un -

PH menor cada 24 horas.

E) Distribucibén del nitrbgeno protéico durante la fer-

mentacidn estiércol-almidén.

En nitrbégeno protéico en el cultivo incial o pri
mer pase, muestra una tendencia ondulatoria durante--
los 3 dias de fermentacién. A las 24 horas., la canti
dad de nitr6geno desciende ligeramente respecto a la -
cantidad inicial, aumenta a las 48 horas y desciende -

nuevamente a las 72 horas. La cantidad de nitr8geno -



FI6. 2 EFECTO DEL AJUSTE DEL pH CADA 24 HORAS
EN EL PATRON pH VS. TIEMPO

° AJUSTADO A 7
X AJUSTADO A 6.5

T
(¢] 24 48 72 0 24 48 T2 0 24 48 T2
HORAS



GUADRO 8

DISTRIBUCION DEL NITROGENO DURANTE IA FERMENTACION

0 Horas 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Nitr6geno ag/ml Nitrdgeno ag/ml Nitrégeno mg/ml Nitrdgeno ag/ml
Total Soluble Protéico Total Soluble Protéico Total Soluble Protéico Total Soluble Protéico

19 897.60 584.70 988.20  483.00 860.60 598.70 967.65 512.71
Pase 1482.35 1471.23 1459. 30 1480.13

890.70 592.11 998.11 473.11 914.11 545.17 973.40 506.70
2> 1196.70 121.50 1165.29 145.76 1031.88 328.60 1111.76 315.66
Pase 1318.05 1311.06 1360.47 1427.42

1195.76  122.29 ND ND 1047.53 312.94 ND ND
3° 1188.92 138.97 1198.23 168.82 1198.23 228.11 1017.05 392.83
Pase 1327.94 1367.06 1426.35 1409.88

3195.76 132.17 ND ND 1215352 210.82 998.11 411.77

Del Nitr6geno coluble y protéico, se din dos resultados de determinaciones diferentes.

Fegmentaciones realizadas en un medio con relacién C/N = 4.5, en forma estatica, incubando

a =———
37°C, con 30% de estiércol inicial



protéico en este cultivo primario es mayor que en los-
siguientes. Esto es explicable, ya que en el estiér-
col existe proteina proveniente de los desechos alimen
ticios, como granos y rastrojo, ademds de la proteina-
microbiana que existe en este material, esta proteina,
se diluye al hacer la primera transferencia. (Cuadro 8)

Durante la 1° transferencia 6 2° pase, la protei-
na se mantiene constante a las 24 horas, asciende a --
las 48 horas y se mantiene la cantidad a Ias 72 horas,
en este caso ya existe aumento debido a la prolifera--
cién de microorganismos.

En la 2° transferencia 6 3° pase ocurre algo simi
lar, la cantidad de proteina llega a un miximo a las -

72 horas.

F) Degradacién del almidbén por los microorganismos ami

loliticos en el silo.

El aspecto de los silos, fué cambiado con el tiem
po. El maiz sufrié un aclaramiento y microscé6picamen-
te se notaba mas degradado. El1 silo adquirié un olor-
a queso. El silo con mejor aspecto fué el que conte=-
nia el 30% de fermentado, también tenfia un olor muy a-
gradable.

En cuanto a los reductores (Cuacrn 9), se observa



ACCION DE LOS MICROORGANISMOS AMIIOLITICOS EN EL ENSILADO

SOBRE EL AIMIDON DE MAIZ

DIAS
Concen. DIAS
Fermentado 0 3 6 12 14 18 20 24 28 31
30% 10.62 18.12 1212 2.25 5.37 8.62 6.37 9.25 6.20 7.80
40% 10.12 39.50 15.50 7.8% 12.37 17.75 16.87 37.50, " 17.55 20025
50% 9.50 22.25 12.50 2.00 5.25 5.87 8.75 16.75 9.00 11.80
0% 10.00 9.75 10.00 0.25 4.25 3.50 4.50 4.12 3.00 3515

Concentracién enmg glucosa/g almiddén ensilado.
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que en todas las concentraciones de fermentado en el -
silo sé producen mds reductores que en caso del con ---
trol. En los tres experimentos con el fermentado exis
ten dos maximos, uno a los tres dfas, el otro a los 24-
dfas de ensilado. En todos los casos, incluso en el -
control, el valor de los reductores desciende en el 12
dia de ensilaje.

No se pueden comparar los resultados del 40% con-
los del 30 y 50% ya que en primer caso se usé un maiz--
mas molido que en los otros casos; esto nos dice que --
mientras mas fino sea el grano se facilita mas la ac---
cidén amilolitica.

Los patrones de produccién de reductores entre el

30 y 50% la que libera mas reductores en ese dia.

G) Cuenta de colonias.

En el medio extracto de levadura-peptona, apare--
cieron dos tipos de colonias unas cremosas, circulares-
elevadas, de color blanco amarillento, suaves, en la --
superficie del medio, ademis de otras colonias hundidas

en el medio de forma lenticular, blancas. En oca----

siones aparecieron en este medio colonias pequenas---



pardas circulares ligeramente hundidas en el medio, -
asi como levaduras.

En el medio almidén-sulfato de amonio, aparecie-
ron colonias lenticulares blancas o circulares blan--
cas, que estaban hundidas en el medio. Junto a éstas-
aparecieron colonias satélite pequenas en el &rea de-
hidr6lisis de almidén. Los resultados de las cuentas-

en ambos medios estdn a continuacidn:

Colonias lentejas. Colonias cremosas.
E, de levadura Almidén E. de levadura Almidén
50 x 10°° 20 x 10? 12 x 10° 43 x 1010

Colonias pequenas pardas. Levadura

E. de levadura 1. de levadura

8

23 x 10 10 x 101°

H) Aislamiento e identificacidn.

Las cepas que aparecieron repetitivamente se agru
paron tentativamente e identificaron presuntivamente -
a base a su morfologia, tincibén de gram y a sus reac-
ciones de fermentacibn. Los resultados se muestran en
21 Cuadro 10.

Los datos del Cuadro, indican que hay tres grupos

principales de microorganismos.



CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y MORFOLOGICAS

DE LAS CEPAS CRECIDAS EN DIFERENTES MEDIOS

CUADRO 19

Caracteristicas

Coloniales.

Gram

Morfologia

Esporas
Glucosa
Lactosa
Sacarosa
Glicerol
Manitol
Sorbitol
Xilosa
Maltosa
Galactosa
Fructosa
Almidbn

HyS

Indol
Movilidad
Gelatina
Reduc.de NO3
Catalasa
Productos de
Fermentacién.

Extracto de Lev.' cisteina

Levadura

Elevada
blanca -
circular
grande

+

Levadura

%IIII|I§%+IIIII++I

Acético

Butirico. Acético Butirico.
Butirico. Acético.

Prop.

Cremosa

Cremosa
suave -
en la -
superf.

+ Joven
- Viejo
Bacilos
cadena-
filamen
tosa.
gas
gas
deb
deb
gas
deb
deb
+

+

+ 4+ + o+ +

=

+
+

Prop.

Lenteja

Lenticu
blanca—
profun-
da.

i

Bacilos
cadena-
abulta-
miento.

++ +

+ deb
+ deb
+ deb

o+ + 4+

+
+

Prop.

Almidén (NH,).SO

472774
glancef Lenteja
equena
Pequena Lenticu
blanca. lar hun
dida.

- Viejo + Joven

Bacilos Bacilos
alarga- y cade-
dos del na cor-
gados. ta.

+ gas

+

deb

deb +
gas

deb +
deb

+

+

eb

QO+ 4+ 4

eb

+ 4+ 4+ +

R

+

+ +
+ +
Prop. Prop.

Acético. Butirico.
Butirico. Acdtico.

Extracto de Lev. Roll Tube.
Parda

Cremosa Lenteja
Blanca- Pequena
circu-- o circu
lar bor lar ad-
de claro. herida.
+ Joven +
- Viejo
Cadena- Bacilos
bacilos largos-
medianos. abulta-
miento.

+ +

+ gas +
+ deb +
+ deb =

+
+ deb +

+ +

+ +

- +

- +

T =

+ -

+ ND
Prop. Prop.
Acético. Butirico.
Butfrico. Ac8tico.

Pequena
Pequena
cirular
pequeria
suave.

ND

Rogosa Roll Tube.

Cremosa

Suave -
blanca-
cirular

+
Bacilos

alarga-
dos.

o+

+ deb
+ deb

+ deb

I+ +

(B

1

+ +

Prop.
Acético.

Butirico.

Parda

Pequena
suave -
natosa-

b.pardus.
+

Cocos -

en cade

na muy-
corta.

ND



1) Bacilos gram +, no mbéviles anaerobios facultativos,
se presentan en cadenas largas no esporulados fermenta
dores, que forman las colonias cremosas blancas. Se -
identificaron presuntivamente comparando sus reaccio--
nes con las reportadas por Prevot (1957) , como per

tenecientes al género Catenabacterium que corresponde,

a bacilos curvos o rectos que se presentan en cadenas-
grandes o filamentos no ramificados, inmdviles, gram +,
atacan carbohidratos y sus productos de fermentacién -
son los siguientes: &cidos fbérmico, acético, propidni-
co, butirico y léctico, éon anaerobios.

Posiblemente se trate de Catenabacterium contor--

tum.
2) Bacilos gram +, delgados, a veces semejates a es---
treptococos, anaerobios facultativos, cuyo cremimiento
es mejorado en COZ' forman colonias lenticulares blan-
cas y fermentan almiddén. Se identifican como pertene-

cientes al género Propionibacterium (Delwiche, 1957),-

que corresponden a bacterias no méviles, no esporula--
das, gram positivas que en condiciones anaerobias en -
medio neutro crecen como bacilos difteroides cortos sg
mejantes a veces a estreptococos. Son catalasa +. Se
desarrollan lentamente, apareciendo colonias después -

de 5 dias, anaerobios aereotolerantes, requieren vita-
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mina B. &cido pantoténico y biotina. Fermentan acido
l4ctico, carbohidratos y alcoholes polihidroxilicos -
produciendo &cido propibénico, acético y CO,.

Posiblemente Propionibacterium technicum.

3) Cocos gram + inmbéviles en cadenas muy cortas, anae
robios que forman la colonia parda suave que crecib-

bien en Rogosa SL agar. Coincide con el gé&nero Pepto-
streptoccocus (Kluyver and Van Niel, 1957), gue inclu
ye cocos anaerobios gram + no méviles en cadenas. Po-

drfa tratarse de Peptostreptococcus parvulus.

Se muestran las fotografias correspondientes a -
un cultivo en almidén-sulfato de amonio (Figuras 3 y-
4). En la fig. 5 se observan microorganismos crecidos
en peptona-extracto de levadura (colonia cremosa). En
la fig. 6 se muestran microorganismos crecidos en me-

dio Rogosa S.L. agar en forma anaerbbica.
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Fige 4o~ Magnificacién de la foto anterior. La misma placa de --—
2lmidén sulfato de amonio. Se observa la presencia de colonias -
satélite alrededor de la colonia central.
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Fig. 5.- Microorganismos formadores de las colonias cremosas.
Tomados de una placa de Pep*nona-Extractn de Levadura a las -
24 hrs.
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Fig. 6.- Microorganismos cue crecieron en condiciones anaerb-
bicas (Rolling Tube, a las 96 hrs)



DISCUSION.
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Muchas de las ecologias microbianas anaerbbicas -
complejas que existen en la naturaleza, se establecen-
en forma espontédnea, ejemplo de esto, es el rumen, el-
estiércol, la fermentacibén que se establece en los si-
los, etc. Las razones para gue sea tan diferente una
de otra parece ser las condiciones del medio ambiente
en que se desarrollan, entendiéndose por medio ambien-
te las condiciones de pH, temperatura, tipo de sustra-
to y capacidad de remocién de los metabolitos principa
les, asi pues, en el rumen se establece una temperatu-
ra de 39°C, un oH de 6.5, tipo de sustratos diversos y
alta capacidad de remocibén de los productos. En estas
condiciones se establece una flora amilolitica, celulo
litica, proteolitica, compuesta por 35 especies dife--
rentes de microorganismos, establecida en forma espon-
tidnea a través de la contaminacidn natural de los ali-
mentos y produciendo como metabolitos principales, &ci
do acético, propidnico y butirico, sin embargo, si no-
sotros cambiamos el sustrato nor uno solo (melaza de -
cafia) y no tenemos sistema eficiente de remocién de —-
productos, la ecologia cambia en forma radical en muy
pocos dias y se convierte en una flora de levaduras --
cue tiene como principal metabolito el alcohol.

Con lo anterior se desprende que partiendo de un
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sustrato complejo como es el caso del estiércol era po
sible seleccionar una combinacidédn de microorganismos -
capaces de digerir el almidén, estableciendo unas con-
diciones iniciales dadas, siendo estas primeras las --
més sencillas desde el punto de vista de poderlas lle-
var a grandes voltmenes sin mayores dificultades, si -
esta fermentacibn tenia una utilidad tecnolébgica.

Bajo estas bases se logrd el objetivo fijado, ya-
aue la actividad amilolitica del estiércol, se mantuvo
al nivel inicial a pesar de haberse diluido la fermen-
tacibn inicial 400 veces (Cuadros 5y 7).

Al observar detenidamente el cuadro 5 correspon--
diente al efecto de la concentracibén del estiércol so-
bre la actividad amilolitica y el cuadro 7 correspon--
diente al efecto de la relacibdn carbono/nitrégeno, se
nota que la actividad a las O horas del segundo pase o
primera transferencia debe corresponder a la actividad
de las 72 horas del primer pase o cultivo inicial, co-
rregido por la dilucidén 1:20. Esto significa que la -
actividad &8 las O horas del segundo pase debe ser alre
dedor del 5% de la actividad detectada a las 72 horas-
del primer pase o cultivo inicial. Al hacer los cédlcu
los necesarios, en el caso del cuadro 5 se obtiene 3%,

2.6% v 33.12% para 10, 20 y 30% de estiércol respecti-
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vamente. Con este mismo razonamiento se puede anali-
zar la actividad a las 72 horas del segundo pase con-
la actividad a las O horas del tercer pase, observan-
dose también que la actividad esperada es mucho menor
gque la encontrada por el efecto de la diluecibn, cuan-
do la concentracién de estiércol es de 30%. En el ca
so del cuadro 7, haciendo los célculos para las O ho-
ras del segundo pase y las 72 horas del primer pase -
se obtiene 21.79%, 19.41% y 21.79% vara las relacio--
nes carbono/nitrégeno de 6.4; 4.5 y 3.5 respectiva- -
mente. A las O horas del tercer pase, que correspon-
den a las 72 horas del segundo pase tenemos: 180 .48%—
y 114.3% para las relaciones 6.4 y 3.5 respectivamen-
te. En la relacibén carbono/nitrbégeno 4.5 se observa-
una inhibicidn completa de la actividad a las 72 ho--
ras del segundo pase y la aparicién de la actividad -
en la forma diluida 1:20, es decir a las O horas del-
tercer pase.

Si se postula que este efecto es debido a una a-
cumulacién de metabolitos que inhiben la actividad de
amilasa y no la produccién de la enzima, se podria ex
plicar primeramente la gran liberacidén de reductores
que estuvieron en el segundo y tercer pase, y en el -

cuadro 5 el decremento de la actividad amilolitica ob



tenido durante el segundo y tercer pase. Al no encon
trar el efecto de la dilucién se indicaria cue la con
centracién real de la enzima a las 72 horas del segun
do pase, es 20 veces mayor que la encontrada. Asimis
mo, resultaria que a las 72 horas del primer pase se-
ria 6.6 veces mayor que la detectada.

Los microorganismos anaerobios o anaerobics fa--
cultativos se desarrollan mejor cultivéndolos en con-
diciones estadticas, hecho que fué corroborado por - -
nuestros experimentos, en los cuales encontramos que-
las mejores actividades de enzimas se presentan en --
los cultivos realizados incubando a 37°C y sin agita-
cibén (Cuadro 6) ’

La relacién carbono/nitrégeno de 4.5 encontrada-
como éptima es similar a la reportada por Pacheco, --
1976 de 3.5 a 4.0 para microorganismos fermentadores
de melaza y urea en condiciones anaerobias, que proce
dian del estiércol.

El nitrégeno microbiano representado por el ni--
trégeno protéico en el Cuadro 8, va aumentando duran-
te la fermentacién en los 3 pases realizados. Esto -
es particularmente notorio en el segundo y tercer pa-
se, lo cual puede atribuirse a la proliferacidn de mi

croorganismos digestores del almidén, en el medio de-
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cultivo.

Se debe hacer notar gue durante los cultivos no-
fué necesario afiadir vitaminas para que se desarrolla
ran los microorganismos, debido a la simbiosis exis--
tente entre la flora mixta seleccionada, por lo que -
nuestros resultados concuerdan con los de Moore et al,
1962.

Por otro lado la accién de los microorganismos -
amiloliticos seleccionados, sobre el ensilado se mani
fiesta por una elevacién mayor en los reductores pre-
sentes en las 3 concentraciones de fermentado usadas,
en comparacién con los resultados obtenidos en el ca-
so de los silos control. Este resultado coincide con
los reportados por Walker y Hope, 1964 que encuentran
gue las bacterias ruminales mixtas contienen un siste
ma enzimAtico, que ataca los granulos de almidén de -
maiz.

Tomando en cuenta que los microorganismos selec-
cionados y aislados provienen del estiércol, debemos-
notar gque microorganismos de los géneros Propionibac-

terium y Peptostreptococcus han sido aislados por di-

versos investigadores a partir del ciego de pollos Sa
lanitro et al, 1974, de estiércol de cerdo Salanitro

et al, 1977, y del intestino grueso de ratones Harris
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et al, 1976. Miembros del género Catenabacterium han

sido reportados por Elias, 1971, como integrantes del
contenido ruminal de ovejas y bovinos, por lo que es-
vosible también encontrarlos en el estiércol.

El hecho de haber logrado obtener un cultivo mix
to con actividad amilolitica, nos lleva a pensar en -
varias posibilidades. Chandler et al, 1975 inocularon
intraruminalmente vacas Holstein lecheras con microor
ganismos ruminales vivos adaptados a 1a'fermentaci6n—
de almidbén, logrando una produccibn 9.7% mayor en la-
leche y en la grasa durante 8 semaﬂas. Estos autores
lograrqn adaptar los microorganismos ruminales por mé
todos in vitro realizando un procedimiento similar al
reportado en este trabajo, la diferencia es que se —--
realizaban las transferencias a medio nuevo de culti-
vo diariamente durante 21 a 28 dias, el medio usado -
por estos autores poseia 85% de concentrado de almi-
dén y la fuente de nitrdgeno era protéica.

Una posible aplicacién de este trabajo es la ino
culacién de vacas lecheras con el cultivo amilolitico
mixto obtenido durante el tercer pase, para observar-
el efecto sobre la produccibén de leche y grasa en es-
tos animales.

Otra posibilidad seria aplicarlo a animales mono



GANANCIA DE PESO,

CUADRO 11

DE RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES CARBOHIDRATOS

CONSUMO DE ALIMENTO Y CONVERSION ALIMENTICIA

Caseina Gluten
6% 15% 9% 15%
Maiz G-TSPS 45.69 140.00 10.25 28.83
C.A. 290.00 361.00 286.00 331.00
CONV. 635 22157 27.90 11.48
Dextrina GTP. 41.4 123.22 1053 35.23
C.A. 314.00 401.00 331.00 323.00
CONV. 7.58 325 31.43 9.17
Papa GTP. 58587 94.53 14.01 44,83
C.A. 375.00 362.00 358.00 431.00
CONV . 6.42 3.82 25.55 9.61
Pregelatinizado GTP. 40.26 129.43 13.94 31.97
C.A. 249.00 359.00 284.00 290.00
CONV. 6.18 207 20.38 9.07
Amilosa GTP. 59.69 118.66 16.80 47.88
CL.A¢ 377.00 367.00 253.00 344.00
CONV. 6.31 3.09 15.06 7.18
Amilo-pectina GTP, 48.36 116.64 12.86 36.50
C.A. 282.00 308.00 260.00 383.00
CONV . 5583 2.64 20.21 775
Maltosa GTP. 38.37 147.50 8.46 29.7
C.A. 294.00 376.00 238.00 298.00
CONV. 7.66 22855 28.13 10.03
Glucosa GTP. 36.73 113.50 12.81 30.20
CoBe 368.00 364.00 315.00 347.00
CONV . 10.02 3520 28.17 12.64
Duracidn del experimento 28 dias.
Promedio de 10 animales por tratamiento
Datos calculados de trabajo de G. Reussner, J.
* C.A. Andros y R. Thiessen.
GTP. CONV. Conversidn GTP. Ganancia total de peso

Alimenticia

C.A. Consumo de alimento
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géstricos como el cerdo, utilizando el cultivo mixto -
amilolitico como predigestor de los granos amildceos -
empleados en la elaboracién de los alimentos para es--
tos animales. Reussner et al, 1963 realizaron un expe
rimento en ratas utilizando fracciones diferentes del-
almidén, que se pueden considerar como si el almidén -
estuviera cada vez mads digerido. En este trabajo los-
autores prueban 2 fuentes de proteina (Cuadro 11): ca-
seina al 6% y 15% y gluten al 9 y 15%, se observa que
con un porcentaje de proteina elevado se mejora la con
versién alimenticia, es decir la relacidn que existe -
entre alimento consumido/ganancia total de peso. En -
el caso de la caseiné al 15% se observa un‘iefecto bené
~fico en el almidén de papa a nivel de pregelatinizado,
amilosa, amilopectina y maltosa, ya que mejora la con-
versién alimenticia en ese sentido. Es curioso que --
con glucosa no se obtuvo maxima eficiencia.

El cultivo amilolitico obtenido en el tercer pase
podria aplicarse para realizar la predigestibén de ali-
mentos amiléceos, y asi mejorar la conversibén alimenti
cia de animales monogéstricos.

En el Cuadro 12 se muestran los resultados de un-
experimento preliminar en el cue se usan dietas con --

maiz digerido por el fermentado amilolitico obtenido -



CUADRO 12

GANANCIA DE PESO Y CONVERSION ALIMENTICIA
DE RATONES ALIMENTADOS CON MAIZ PREDIGERIDO

Digerido No digerido
¢ cr (<] o’
Sexo
No. Animales 4 2 5 2
Ganancia (g) a b
= 5 7o . 5
(21 dfas) 952 82 6.54 12.88
Conyesn oy 7.47  8.69 11.06 Gt

g Alimento/g ganancia
L J

ab Letras diferentes son estadisticamente significativas P 0.0l

El andlisis de varianza mostrd interaccidn significativa en--
tre sexo y alimentacidn.

El maiz era el 60% de las dietas (Proteina 15%).
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y maiz no digerido por este fermentado, en ratones -
hembras y machos.

Se observa que se obtuvo significancia en cuanto
a ganancia de peso en las hembras, pero no hubo dife-
rencia estadisticamente significativa en los machos,-
a pesar de que los machos alimentados con maiz no di-
gerido tuvieron ganancias mayores que los alimentados
con maiz digerido; la dispersién de los datos hizo in
significante la diferencia. ILa conversién alimenti-—
cia en las hembras alimentadas por maiz no digerido -
fué mejor que con el lote alimentado con el mafiz dige
rido.

Por otro lado, la diferencia que pudiera existir
seria debida al mayor aporte energético por parte del
alimento predigerido.

La utilidad de la predigestién del mafiz en térmi
nos practicos tiene aGn muchas perspectivas de estu--

dio.




APENDICE I.



REACTIVOS. Método de Nelson Somogyi, 1944.

1.- Sulfato de Zn, solucidn al 5% p/v. Se disuelven -

50 g. de Zn SO4'7 H,O en agua y se diluye la solucidn-

2
a vol. de 1 1t.
2.- Hidr6xido bdrico: Solucién aproximadamente 0.3 N.

Se disuelven 50 g. de Ba (OH)Z- H,O en agua y se dilu-

2
ye la solucidén a volumen de 1 lt. Se deja en reposo -
durante 2 dias en un recipiente cubierto; se decanta o
se filtra. Se guarda en frasco de polietileno y se --
protege del bibéxido de carbono del aire. Esta solu---
cibén se equilibra frente a la solucidén de Zn SO4 como-
sigue: Se vierten con pipeta, 10 ml. de la solucibén -
de sulfato de Zn en um matrdz y se diluyen con 25 ml.-
de agua. Se agrega fenolftaleina como indicador y se-
valora lentamente con la solucién de hidréxido de ba--
rio, mezclando enérgicamente hasta color rosa definido
permanente. = Se diluye el m&s concentrado de los reac-
tivos, si es necesario, de manera que 10 ml. de solu--
cién de sulfato de Zinc requieren 10.0 + 0.1 ml. de so
lucién de hidr6xido de bario para aléanzar el punto fi
nal.

3.- Sulfato de cobre, solucibén. Se disuelven 28 g. de

Na2 HPO4 y 40 g. de tartrato sodicopotédsico (KNa C4H4—
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o, 4 HZO) en 700 ml. de agua. Se agregan 100 ml. de -

6
NaOH 1IN. Se agregan agitando, 80 ml. de solucién al -
10% (p/v) de CuSO4'5H20. Se agregan 180 g. de sulfato
s6dico anhidro. Se mezcla bien para que se disuelva y
se diluye el volimen a 1 1lt. Se deja en reposo 48 hrs
se filtra para separar las sales de cobre que pudieran
precipitar. El reactivo puede usarse por tiempo inde-
finido.

4.- Solucién de arsenomolibdato. Se disuelven 50 Gt —
de molibdato de amonio (NH4)6 Mo 7 024-4H20, en una --
mezcla de 900 ml. de agua y 42 ml. de &cido sulffirico-
concentrado. Se disuelven aparte 6 g. de arseniato s&

dico (Na2H AsO, -7 HZO) en 50 ml. de agua y se agrega -

4
esta solucibén a la primera. Se mezcla bien y se incu-
ba a 37°C durante 48 grs. Se guarda en un frasco co--
lor &mbar a temperatura ambiente. El color debe ser a
marillo;si es azfil verdoso se deshecha.
5.- Estdndares de glucosa. Se transfiere 1 g. de glu-
cosa anhidra a um matrdz volumétrico de 100 ml. se di-
suelve y se diluye hasta la marca. Esténdares de tra-
bajo:

Se introducen 10 ml. de la solucibén anterior en -

un matrédz aforado de 100 ml. se diluye hasta la marca.

Se toman diferentes cantidades (0.2, 0.4, 0.6, 0.8, y-
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1.0 ml.) de la solucibén de trabajo, se completa a 1 ml.

con agua destilada.

PROCEDIMIENTO.

1 Se introducen 1 ml. de muestra problema o de la di

Lo
1

lucién de la solucibén estédndard en 1 lt.

2.- Afiadir 1 ml. de sulfato de zinc al 5% y 1 ml. de -
Ba(OH)3 0.3N.

3.- Centrifugar a 5,000 r.p.m., cinco minutos.

4.- Del sobrenadante se toma 1 ml. Se ahade 1 ml. de-
reactivo de sulfato de cobre y 1 ml. de NaOH 1N.

5.- Colocar en bafo marfia con agua hirviendo 20 minu--
tos.

6.- Dejar enfriar y afiadir 6 ml. de agua destilada.

7.- Afadir 1 ml. de reactivo arsenomolibdato.

8.- Desarrollar el color 10 minutos y leer a 540 nm. -

en colorimetro.
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I) Tinciones empleadas: Reactivos y Métodos. (Cowan,

1
—

Steel, 1974) .

Tincibén de Gram Reactivos.

Oxalato de sodio-cristal violeta

Sol. A cristal violeta 10 ge
etanol al 95% 100 ml.

Sol. B oxalato de amonio al 1% en agua.

Para usar, mezclar 20 ml. de A y 80 ml. de B.

Lugol-yodo

Yodo > 8.
Yoduro de potasio 10 ge.
Agua 100 ml.

Disolver el KI y el yodo en 10 ml. de agua, ajus-

tar el voltmen con agua destilada. Para usar, di

luir 1:5 con agua destilada

Alcohol acetona.

Alcohol 50 ml.

Acetona 50 ml

Safranina.

Solucibn acuosa al 0.5%

Métondo:

Avlicar el oxalato de amonio-cristal violeta 1 mi-

nutn
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Iavar con agua.

Aplicar la solucibén de Lugol.

Lavar con aguae.

Decolorar con alcohol acetona

Lavar bien con agua

Contratefiir con safranina pér 1 min.

Tincién para esporas (Shaefer, Fulton, Cowan, -
1974)

Empapar el portaobjetos con una solucidén de ver
de malaquita al 5% y vaporizar 1 minuto. Se pue
de omitir 1la vanorizaéién dejando actuar el co-
lorante 10 minutos.

Lavar con agua corriente

Tefiir con safranina al 5% durante 15 seg.
Enjuaga con agua y dejar secar

Los cuerpos bacterianos se tifien de rojo, las es

poras de verde.

Preparacibn de los medios de cultivo y pruebas -
de caracterizacidn.

Medio para cuentas totales. Peptona-extracto de
levadura. (Hungate, 1969)

Bacto peptona 10 g.

Extracto de levadura 249 Es

Glucosa 2.0 B
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Agar 20 g.
Cisteina 0.5 g.
Agua 45000 mis

Disnlver los ingredientes por calentamiento. Es-
terilizar a 11500, 20 minutos .

Medio para amiloliticos.

NaHCO3 9.8 g.
KHgPO4 7.0 g.
KC1 0.57 g.
NaCl QL5 g
MgSO,, . 7H,0 0.120 .
CaCly Q12 g
(NH4)2S,O4 6.5 g.
Cisteina 0.5 g
Almidén 20.0 g
Agar 5200,
Agua 1,000 ml.

El almidén se prepara mezcldndolo con agua hirvien
te unos 60 ml. hasta formar una crema suave. Se -
agrega a las sales con el agar fundido, se mezcla
y se esteriliza al 11500 por 10 minﬁtos.

Base agar rojo de fenol. Para observar fermenta--
cibén de carbohidratos. (Difco Manual 1960).

Extracto de carne 1 g



Peptona 10 g.
NaCl 5.0 g
Rojo de fenol 02025 e
Agar 15 g
Agua 7,000 ml

Se afiade 1% del carbohidrato. Colocar en tubos y
esterilizar a 15 1b, 15 minutos. Para bacterias aero-
bias se usa el medio inclinado, las anaerbbicas se pue

A . . 0 .
den inocular en el medi~ funaide a 45°C.

Caldo nitrato (Lavage et al, 1970)
Extracto de carne 3 g.
Peptona 5 g
KNd3 - 10 s

Para determinar la reduccién de nitrato a nitrito,
se inoculan tubos de caldo nitrato con un cultivo puro
de la cepa aue se estudia. Se incuban los tubos a 3700
por 24 hrs. El medio se prueba para presencia de nitri
tos afiadiendo unas gotas de solucién de &cido sulfanili
co y de solucibdbn de alfa-naftilamina. El1 reactivo de_-
4cido sulfanilico se prepara disolviendo 8 g. de este &
cido en 1,000 ml. de &cido acético 5 N. El reactivo de
la alfa-naftilamina consiste en 5 g. de este compuesto,
disueltos en 1,000 ml. de &cido acético 5 N. Se afiaden

unas 2 gotas de cada reactivo. Un color rosa o rojo in
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dica la presencia de nitrito reducido a partir de nitra

t0.e

Medio SIM (Difco Manual 1960)

Extracto de carne 3 g.
Peptona . : 30 ge
Fierro nevotonizado Dol e
Tiosulfato de sodio 0,025 ge.
Agar 3 g.
Agua 1,000 ml.

Esterilizar a 15 1b, 15 minutos.
Este medio se emplea para observar la produccidén de &ci-
do sulfhidrico, la produccidn de indol y la movilidad. -
La movilidad se puede apreciar por ser un medio semisd6li
do, la produccibn de H28 por ennegrecimiento del medio -
y la produccién de indol afiadiends 1 ml. de eter etilico
sobre la suverficie del medio, se agrega 1 ml. de reacti
vo de Ehrlich, la presencia de color pGrpura en la inter
fase en 5 minutos indica indol.

El reactivo de Ehrlich se prepara disolviendo 1 g.
de p-dimetilaminobenzaldheido en 95 ml. de etanol al 95%
y 20 ml. de &cido clorhidrico concentrado .
Gelatina nutritiva (Lapage et al, 1970)

Extracto de carne 3 Z.
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Peptona 5 g.
Gelatina 120 g.
Agua 1,000 ml.

Afiadir el agua a la gelatina y dejar por 15 min.
calentar para disolver la gelatina, afiadir y disolver
los demds ingredientes. Ajustar el pH a 7. Esterili

zar a 121°C durante 15 min.

Inocular el medio e incubar a 3700, por 15 dias,
cada 3 dias enfriar el tubo para observar si hay li--

cuefaccibn.

Actividad de catalasa. (Cowan, Steel, 1974)

Crecer el microorganismo en extracto de levadura,
peptona inclinado, incubar por 24 hrs. a 37°C. Afadir
17 ml, de H2O2 al 1% por la pendiente y examinar inme-
diatamente y después de 5 min para observar produccidbn
de gas si hay actividad de catalasa. Los cultivos in-
cubados anaerdbicamente deben exponerse al aire al me-

nos por 30 min. antes de afiadir el H?Og.

Rogosa SL. (Rogosa et al, 1951)

Triptona 10 g.
Extracto de levadura 5 g
Dextrosa 10 g

Arabinosa 5 Be



- 89 -

Sacarosa 5 8.
Acetato de Sodio 15 g.
Citrato de Amonio 2 g.
Fosfato monopotésico 6 ge.
Mg S0, .7H,0 0.54 g.
Mn SO, 0.12 g.
Fe 50, 0.03 g.
Monooleato de sorbitol 1 ge.

Suspender en 1,000 ml. de agua destilada fria. -
Afiadir 1.32 ml. de acido acético glacial, calentar a
ebullicidn con agitacién ocasional y hervir 3 min. No
reguiere autoclaveado. pH final: 5.4 a 25°C.

Este medio se puede solidificar por la adicién -

de agar al 2.5%.
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