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La estabilidad de las ecologías microbianas com- 

plejas como es el caso del estiércol de bovino, han - 

sido poco estudiadas, así como la influencia en la es

tabilidad de dichas ecologías en funci6n de las condi

ciones físicas y químicas a las que son expuestas. 

El estudio de la microbiología del estiércol, ha

llevado a utilizar este producto en la selecci6n es- 

pontánea de `_ l̀oras microbianas mixtas a través del es

tablecimiento de condiciones dadas de sustratos, tem- 

peraturas y pH Dara seleccionar aquellas que sirvan a

los intereses que con ellas se persiguen. 

En el caso que nos ocupa, se intentó seleccionar

la flora capáz de digerir almidones en condiciones fa

vorables para su escalamiento industrial, ; para poder - 

ser utilizadas en la predigesti6n de los cereales, -- 

pretendiendo con esto mejorar su utilización por los - 

rumiantes y los monogástricos. 

La predigesti6n posee ventajas adicionales que a

priori podrían deducirse, siendo las dos principales, 

la síntesis de vitaminas que serian de beneficio para

la alimentación de los monogástricos y la síntesis de

proteína microbiana a partir de nitr6geno no protéico. 

En este trabajo se pretenden encontrar las condi

ciones en los cuales se pueden seleccionar microorga- 
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A) Estructura del almidón. 

El almidón 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- 

polisacárido 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 están unidas por

enlaces Alfa - ( 1 ~ 4). Las cadenas están polidis-- 

persas y varían 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 polisacá- 

rido está doblado en forma helicoidal. La amilopecti

na está muy ramificada. Las ramificaciones se presen

tan en promedio cada 12 residuos de glucosa. El enla

ce del esqueleto glicosídico es Alfa ( 1 ~ 4) pero en

los puntos de ramificaci6n hay enlaces Alfa ( 1 -+ 6). 

La amilopectina también produce soluciones coloidales

o micelares que dan coloraci6n violeta -rojizo con el - 

yodo. Su peso molecular puede llegar a un mill6n. I-- 

Lenhinger, 1972). 

B) Hidr6lisis enzimática del almidón. 

Para la hidrólisis del almidón se han utilizado- 



gran variedad de métodos, como el tratamiento térmico

a presión, la hidr6lisis con ácidos o alcalis, o bien

combinaciones de estos métodos. 

Aunque los ácidos son catalizadores mas baratos- 

que las enzimas, por medio de la hidrólisis ácida se- 

obtiene un producto contaminado con almidón insoluble

residual que disminuye el rendimiento, así como sub— 

productos

ub- 

productos de inversión que poseen uniones glicosidi-- 

cas distintas a las del almidón. La conversi6n del - 

almid6n a azúcares simples se puede efectuar en dos - 

pasos, utilizando primero un tratamiento químico o fí

sico, seguido por un tratamiento enzimático. Los sub

productos de inversi6n obtenidos por el tratamiento á

cido son resistentes al ataque por sistemas enzimáti

cos sacgrificantes que se usan en el 20 paso de la -- 

conversi6n en azúcares simples. 

La licuefacción enzimática y sacarificaci6n del- 

almidón se utiliza en la producción industrial de glu

cosa, en la obtención de maltosa, los jarabes de este

disacárido tienen aplicación en el endurecimiento de- 

dulces, prefiriéndose a los de glucosa por su menor - 

tendencia a cristalizar y a que no son higroscópicos. 

En la industria cervecera, los materiales amiláceos,- 

usados como aditivos, deben licuarse primero añadien- 
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do amilasas termoestables. Las amilasas son usadas - 

también para desaderezar textiles, eliminando el almi

d6n, así como en la clarificación 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 almidón gela

tinizado con enzimas de malta, obteniéndose maltosa - 

como sacárido mas abundante. Las enzimas adecuadas - 

para este proceso se habían limitado a las enzimas de

la malta. El uso de enzimas bacterianas tiene la ven

taja de que evita la utilización de las enzimas de -- 

malta, que son empleadas ampliamente en la industria - 

cervecera, además de no requerir de un suelo agrícola. 

Otra ventaja mas, es el corto tiempo de generación de

los microorganismos en contraste al tiempo de produc- 

ción 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 utilización de enzimas mi

crobianas a nivel industrial. En uno de ellos ( U. S.- 

P. O. 3, 549, 496, 1070) la hidrólisis se realizan en dos

pasos: Primero se hidroliza parcialmente el almidón - 

gelatinizando -)or tratamiento dado o enzimático y pos



teriormente se realiza la conversión enzimática con - 

un filtrado de cultivo de Bacillus oolymyxa, que se - 

usa como fuente de enzima, a temperatura de 40 - 60° C, - 

off 5. 8- 7. 0, por 24- 48 hrs, obten_éndose un producto - 

con alto contenido en maltosa. 

Otro procedimiento ( U. S. P. O. 3, 551, 293, 1970) --- 

consta también de dos fases: en la primera se prepara

una mezcla de almidón, Alfa- amilasa y agua hasta obte

nes uns dispersi5n uniforme, ajustando el pH a 6. 2- 7. 0

en presencia de Ca++ y 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 almidón se pastifica

e hidroliza con la enzima, durante 15 segundos en este

paso se pierde enzima por desnaturalización. Posterior

mente se enfría hasta 75- 85° C, temperatura a la cual

la enzima debe ser termoestable y el flujo es llevado

a una zona de hidrólisis, en donde se añade mas enzi- 

ma, se ajusta al pIi óptimo y se mantiene la temperatu

ra a la que la enzima es termoestable con el fin de - 

hidrolizar y licuar el almidón. 

C) Las amilasas. 

El término amilasa se utiliza para designar las - 

enzimas que catalizan la hidrólisis de enlaces glico- 



síd- cos Alfa ( 1 -+ 4) de polisacáridos tales como al- 

mid6n y glucógeno o sus productos de degradaci6n. -- 

Las amilasas, se han dividido en grupos, de acuerdo a

su mecanismo de reacción. Se distingue entre endoami

lasas y exoamilasas. ( Fisher, 1960). 

Las endoamilasas áctúan desordenadamente en las - 

uniones Alfa ( 1 -+ 4), no atacan los puntos de ramifi

caci6n Alfa ( 1 -+ 6). Esta acción hace que haya una- 

disminución rápida de la viscosidad y del peso molecu

lar promedio del sustrato. Como productos iniciales, 

se obtienen oligosacáridos que se rompen posteriormen

te para producir maltosa, algo de glucosa, isomaltosa

y productos con cadena ramificada de bajo peso molecu

lar. Se conoce solo un tipo de endoamilasa, las Al- 

fa- amilasas llamadas originalmente así porque el gru- 

po reductor hemiacetálico liberado por la hidr6lisis, 

está en la configuración 6ptica Alfa y mutarrota ha- 

cia abajo. 

Las exoamilasas son de origen vegetal o microbia

no. Atacan los polisacáridos únicamente a partir de - 

los extremos de las cadenas exteriores no reductoras, 

haciéndolo de manera regular, rompiendo, ya sea cada - 

enlace glicosídico para producir únicamente Alfa -glu- 

cosa, o cada enlace alternado para producir maltosa.- 



Las primeras enzimas se denominan glucoamilasa o ga-- 

mma- amilasa y las últimas Beta- amilasas, 
ya que la -- 

maltosa producida se encuentra en la configuraci6n, 6p

tica Beta. En ambos casos, la acción se detiene en - 

el primer punto de ramificación, y que no son ataca- 

dos los enlaces Alfa ( 1 6) y se obtienen dextrinas

limite de elevado peso molecular. 

1.- Alfa- amilasas. 

Alfa 1, 4- glucano 4- glucano hidrolasa.) 
Número de

la comisi6n de Enzimas 3. 2. 1. 1. 

Las Alfa- amilasas se encuentran en mamíferos, -- 

plantas superiores, hongos, bacterias y crustáceos. - 

Caldwell y Adams, 1950, Fisher y Stein, 1960, Green- 

wood y Milne, 1968, Marshall, 1974). Las propiedades

y la acción detallada de cada Alfa- amilasa, dependen- 

de la fuente de enzima. Se han obtenido Alfa- amila-- 

sas muy purificadas o cristalinas a partir de páncreas
porcino, páncreas y saliva humana, páncreas de rata,- 

cebada malteada, sorgo malteado, trigo malteado, soya ; 

de varios microorganismos entre los cuales están As- 

pergillus or zae, 
Pseudomonas sacharophila, 

Bacillus- 

subtilis, Bacillus coagulans y Bacillus stearothermo- 

hpilus. ( Greenwood y Milne, 1968). 

La purificación de las Alfa- amilasas se ha real¡ 



zado por varios métodos. En la mayoría de los casos - 

se utilizan los procedimientos comunes de fracciona -- 

miento con solventes y con sales. otros métodos con- 

sisten en la absorci6n de la enzima sobre almidones o

la cromatografía de intercambio i6nico. Las recrista- 

lizaciones sucesivas dificultan la cristalización, he

cho que es atribuido a la pérdida de varios i6nes Bi- 

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 proteínas con características comunes -- 

que las diferencian de otras amilasas. Todas son pro- 

teínas débilmente ácidas, solubles en agua, de peso - 

molecular aproximado de 50, 000. ( Fisher y Stein, 1960) 

Catalizan la misma reacción química. Difieren entre -- 

sí en varios aspectos: solo las enzimas de mamíferos, 

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 inmunol6gicos, inyectando animales con la enzi

ma, obteniendo un suero antidiastasa; se ha inocula— 

do

nocula- 

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). 

Composición de aminoácidos.- La composición química - 

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— 

minoácidosminoácidos básicos, es una glicoproteína rica en tiro - 

Bina. y otros hidroxiaminoácidos. 

Se han realizado determinaciones de grupo final - 

en la amilasa de A. oryzae. La enzima posee un único - 

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 molécula con estructura ramificada -- 

que se puede representar: 

Ser 0OOH

HZN - Ala - gli - Asp - glu - Ser - Ala - Leu — Ala COOH

I 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++ -- 

Si se emplea EDTA, o cualquier agente quelante, se -- 

pierde la actividad enzimática. Las Alfa- amilasas de- 



distinto origen obtenidas en forma pura contienen un - 

átomo -gramo de Ca normolecula. La pérdida de actividad a- 

milolítica causada por eliminaci6n 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 coagulación rá

pida al calentar. El 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, mamíferos, 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 fGngicas, está entre 5 y

6. Las Alfa- amilasas de mamíferos y de cangrejo, mues

tran actividad máxima en presencia de iones cloruro a

pH 6. 9- 7. 0. Las Alfa- amilasas de cereales se inacti-- 

van rápidamente a pH 3. 6. 

La mayoría 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 - 
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plantas superiores son inhibidas también por el molib- 

dato de amonio y el ácido L- asc6rbico. 

En el Cuadro 1 se muestran las propiedades físi- 

cas de la enzima obtenida de diferentes fuentes. La - 

enzima de B. subtilis forma dimeros con el zinc. Se - 

puede obtener el mon6mero eliminando el Zn++ con EDTA. 

Requerimiento de aniones monovalentes.- ( Marshall, --- 

1974).- El pH de actividad óptima varia con el i6n u- 

tilizado como activador. Los aniones monovalentes --- 

reaccionan en sitios distintos a los que intervienen - 

en la formación del complejo enzima -substrato, ya que, 

el equilibrio no depende de la, concentraci6n de anio- 

nes. Los iones C1 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). NUero de la - 

Comisión de Enzimas 3. 2. 1. 2. ( French, 1960). 

Las Beta- amilasas atacan enlaces glucosidicos al- 

ternos en las cadenas de almidón, comenzando por el ex

tremo no reductor y continuando hasta que toda la cade

na se convierte en maltosa, o hasta que la acción enzi

mática se detiene por irregularidades físicas o quími- 

cas en la cadena de almidón. Las cadenas de número im
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par producen un residuo de maltotriosa que es posterior

mente convertido en maltosa y glucosa. La maltosa pro

ducida en muy grandes cantidades produce inhibición de

la enzima. 

Las Beta- amilasas tienen importancia en las indus

trias cervecera, vinatera y de la panificación donde - 

el almidón se convierte en azúcar fermentable. Parti- 

cipan en la movilización de reservas amiláceas durante

la germinación de las semillas. 

Fuentes de obtención.- Las Beta- amilasas se encuentran

en vegetales superiores casi exclusivamente; Están 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 proteínas simples que no requieren - 

de cofactores, metales o grupos activos no protéicos. 

Durante la germinación se incrementa el nivel de - 

las Beta- amilasas de trigo y centeno, liberándose si- 

multáneamente Alfa- amilasa. 

Las enzimas de cereales tienden a contaminarse -- 

con trazas de una impureza similar a la Alfa- amilasa,- 

por su endo -acción ( enzima Z). Siempre se debe efec - 

tuar una prueba para observar si existe esta carbohi-- 

drasa. ( Marshall, 1974). 



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 To- 

que se concluye que en el sitio activo están presentes - 

grupos - SH. 

Las enzimas son relativamente estables el ácido, - 

propiedad que se utiliza para eliminar contaminantes - 

de Alfa- amilasa. 

Las propiedades físicas de las Beta- amilasas se - 

muestran en el Cuadro 3. 

D) Las amilasas de vegetales y de animales. 

Acción 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 acción 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 gran afinidad por las cadenas cortas. La curva de - 

hidrSlisis del almidón es bifásica, la primera fase -- 
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muestra una rápida producci6n de grupos reductores y - 

hay disminuci6n de la viscosidad. La mezcla de reac-- 

ci6n no se colorea con yodo. Se forman pocos azúcares

fermentables. Cuando se rompe el 17% de enlaces glico

sídicos, se presenta la segunda fase, la de sacarifica

ci6n en la que se producen azúcares fermentables.( Fig. 1) 

Las anomalías en las cadenas ( puntos de ramifica

ci6n) actúan como puntos finales. La acci6n de la en- 

zima sobre los almidones de papa, maíz y cebada es --- 

prácticamente la misma.( Fig. 1). 

Acción 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 constitución anormal y que no están formadas s6lo - 

por uniones maltosa. Los enlaces Alfa ( 1 -+ 6) produ- 

cen la formación de dextrinas aunque parece que inter- 

vienen en algún grado la presencia de grupos fosfato - 

en la formación de las dextrinas. 
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Acción de la amilasa pancreática y de la amilasa sal¡- 

val. - 

E1 tratamiento del almidón de papa con amilasa -- 

pancreática, produce sacáridos de alto peso molecular, 

tetra y trisacáridos así como maltosa. Se obtiene --- 

gran rendimiento de dextrina limite. 

La Alfa- amilasa salival produce maltosa y glucosa

por la acción secundaria de la maltasa al igual que la

pancreática. Las enzimas animales no producen glucosa. 

E) Microorganismos amilolíticos. 

Los microorganismos amilolíticos han sido aisla-- 

dos de diversas fuentes: del suelo, del rumen, y del es- 

ti6rcol. 

La síntesis de Alfa- amilasa por cultivos de Baci- 

llus subtilis, han sido estudiadas por diversos auto -- 

res. Coleman v Elliot, 1962, encontraron que Bacillus

subtilis requiere para producir amilasa, almidón, mal - 

tosa, lactosa o galactosa como fuente de carbono. La - 

fuente de carbono, los iones Fe+ 3 y los iones amonio,- 

estimulan la producción de enzima. La Alfa- amilasa es

secretada al medio. 

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

dustrialmente en la licuefacción y sacarificación enzi



mática del almidón. La recirculaci6n de amilasas en - 

el proceso reduce el costo de producción y facilita el

control de la reacción. Linko et al, 1975, lograron - 

la recirculaci6n de la enzima de B. subtilis inmovili- 

zándola en carboximetilcelulosa activada con bromuro - 

de cian6geno. La conversión del almidón se efectuó a - 

temperatura de 60° C a pH 6 en presencia de Cl- 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 habla reportado que las Beta- a- 

milasas sólo existían en plantas superiores. Robyt et

al, 1964, reportaron una enzima productora 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 6ptimo - 

es 6. 8. Higashihara y Okada, 1974, obtuvieron una Be- 

ta- amilasa del caldo de cultivo de Bacillus megateriu m

aislado del suelo, estos autores purificaron la enzima

por precipitación con sulfato de amonio y por cromato- 

grafía en columna, encontraron un pH 6ptimo de 6. 5 in- 

hibici6n 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. 
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Takasaki, 1976, encontró que una bacteria aislada

del suelo producía una enzima similar a la Beta- amila- 

sa vegetal y además producía una pululanasa que es una

enzima que rompe ramificaciones Alfa ( 1 ---*6). La bacte- 

ria fué identificada como Bacillus cereus var. mycoi-- 

des. La bacteria crece en polipeptona como fuente de - 

nitrógeno y usa como fuente de carbono para la produc- 

ción de ambas enzimas almidón, dextrina, maltosa o glu

cosa. El pu óptimo es de 6- 6. 5 y la temperatura ópti- 

ma es cercana a 50° C. Takasaki, en 1976, purific6 am- 

bas enzimas por diversas técnicas y encontró que la a- 

milasa libera maltosa en forma Beta, pero que a dife - 

rencia de la enzima vegetal tiene un pH óptimo de 7 y - 

um peso molecular menor. La pululanasa, liben. -nalto- 

sa, maltotriosa y maltotetrosa de la Beta dextrina - 

limite. 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 Thermoactinom;,ces vulgaris por su produc-- 

ci6n de amilasa termoestable. Estos autores optimi- 

zaron un procedimiento para la producción de éstas -- 

enzimas en un medio con fuente de nitrógeno orgánico y

maltosa o almidón 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 - 

viriclis se efectuó en un medio con almid6n de maíz y - 

peptona micol6gica, 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

ducci6n rápida para la síntesis de Alfa- amilasa por es

te organismo. El cultivo se efectu6 inicialmente en - 

condiciones de ir.anici6n, posteriormente se indujo la - 

producción de Alfa- amilasa, usando maltosa como induc- 

tor óptimo, lográndose velocidades máximas de produc-- 

ci6n. La enzima de A,, onrvzae tiene las propiedades de

las Alfa- amilasas, produce dextrinizaci6n del almid6n- 

y sacarificaci6n de las dextrinas, siendo la velocidad

de sacarificaci6n mayor que la de dextrinizaci6n. 

Se han aislado a partir del rumen varios microor- 

ganismos amilolíticos. La digestión del almidón en el

rumen es para la utilización máxima de gra— 

nos

ra- 

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 investigaci6n sobre la- 

digesti6n del almidón 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

ricura aislados del rumen bovino. 

Bacteroides amylophilus, ha sido descrito como -- 

bacteria amilolítica por Hamlin y Hungate, 1956. Esta

bacteria se aisló del rumen bovino, es bastante especí

fica para el almidón, fermenta únicamente almidón y -- 

maltosa. Crece en un medio con peptona- extracto de le

vadura en presencia del carbohidrato fermentable. Los

principales productos de fermentaci6n son los ácidos - 

acético, f6rmico y succínico, CO2. Produce trazas de - 

etanol y ácido láctico. Utilizando preparaciones cru- 

das de la enzima de B. amylophilus, obtenidas por pre- 

cipitación con sulfato de amonio, Mc Wethy y Hartman, - 

1977, encontraron 6 isoenzimas amilolíticas. Una de e

llas se purificó y sus propiedades resultaron simila - 

res a las de lá Alfa- amilasa. La enzima degrad6 grá- 

nulos de maíz en cierto grado y casi no tuvo actividad

en gránulos de almidón de papa. 



Bacteroides ruminicola es amilolítico 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 almidón y se encuentra en números

elevados en el rumen cuando se alimenta a los animales

con dietas amiláceas; sus productos de fermentaci6n a~ 

partir de glucosa fueron ácido succinico, ácido acéti- 

co y trazas de ácido propi6nico. 

Algunas cepas de Selenomonas ruminatium var, lac- 

tilycas son digestoras del almidón ( Bryant, 1956), los

productos de fermentaci6n varían de acuerdo a la cepa, 

pero todas producen ácido acético y ácido propi6nico. 

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 amilolíticas ( Bryant y Small, 1956) y

se han aislado del rumen. Clarke, 1959, describe el- 

aislamiento de Lactobacillus bifidus que hidroliza el

almidón y produce ácidos acético y láctico 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 almidón, áci- 

do acético, fórmico y láctico. 

Del contenido ruminal de ovejas, Elías, 1971, ais

16 Catenabacterium ruminatium, que produce ácido y gas

del almidón y nitritos de nitratos. Produce también - 

H2S. 

También se han aislado del rumen Clostridium lock

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

bio facultativo Bacillus licheniformis ( Appleby, 1955); 

ambos son amilolíticos pero no se presentan siempre en

nGmeron elevados. 

Microorganismos aislados del estiércol. - 

Utilizando un método de tubo rodado para el culti

vo de anaerobios, Salanitro et al, 1974, aislaron va— 

rios

a- 

rios microorganismos del ciego del pollo y entre ellos

identificaron miembros del género Peptostrer`, c^ s, - 

Eubacterium y Bacteroides, que son amilolíticos y anae

robios. Aislaron también miembros del género Propioni

bacterium que no son amilolíticos. 
Utilizando el mis- 

mo método para el cultivo de anaerobios, Salanitro et - 

al, 1974, encontró en un medio que contenía fluido ru

minal numerosos anaerobios aislados del ciego del po - 

llo. Estos microorganismos, tienen requerimientos nu- 

tricionales similares a los anaerobios ruminales. En- 
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tre muchos otros microorganismos encontró Bacteroides - 

fragilis que es amilolítico. 

Kenworthy, 1973, en su trabajo sobre flora intes- 

tinal del cerdo, encontró que el almidón de papa es me

tabolizado por microorganismos en el ciego e intestino

delgado, r,, rtir; l^rm(•jt^por 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 que en un medio

con fluido ruminal al 40% se pueden recuperar el mayor

porcentaje de bacterias. Identificaron tentativamente

miembros del género Eubacterium, Clostridium y Pro io- 

nibacterium, esta poblaci6n constituye el 90% de las - 

bacterias, el 8% incluye varias especies de anaerobios

y E. Col¡. 

Fermentación del almidón in vítro.- 

Los métodos de fermentación in vitro han demostra

do que, la poblaci6n bacteriana del rumen digiere die- 

tas ricas en almidón. Salisbury et al, 1961 y Trei - 

et al, 1970, reportaron que la aplicación de vapor de - 

agua al almidón o a dietas amiláceas produce la hidra- 

taci6n del almidón y aumenta el grado de asimilaci6n - 

de éste por las bacterias del rumen. 
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Las amilasas pueden atacar directamente gránulos - 

de almidón a velocidad lenta. F9alker y Hope, 1963, - 

describen la acción de amilasas de diversas fuentes so

bre los granos de almidón. Las Alfa- amilasas salival, 

pancreática y de B. subtilis, degradaron gránulos de - 

almidón en grados distintos, se encontró que la adsor- 

ción de la enzima a los gránulos es desfavorable a la - 

hidrólisis del grano. Las enzimas cristalinas tuvie- 

ron la misma capacidad de hidrolizar gránulos de almi

dón que la fuente de enzima cruda. Las amilasas de A. 

orizae y de camote no degradaron los gránulos. 

Walker y Hope, 1964, examinaron la acción sobre - 

gránulos de almidón., de las Alfa- amilasas extracelula- 

res de Streptococcus bovis y de Clostridium butyricum, 

aislados del rumen de ovinos, así 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 gránulos - 

de maíz que el filtrado del cultivo y su acción es si- 

milar a la de la amilasa salival. Las bacterias m. Xtas

del rumen fueron tomadas de ovejas alimentadas con -- 

dietas ricas en granos a las que se hablan eliminado - 

los protozoarios. Este cultivo mixto contiene una a— 

milasamilasa que degrada granos de almidón de maíz y de pa



pa. Cuando tomaron bacterias mixtas del rumen de ove- 

jas alimentadas con la misma dieta pero que poseía pro

tozoarios ciliados, la amilasa de los microorganismos, 

no tuvo efecto sobre los gránulos. 

El mecanismo de la fermentación de gránulos de al

mid6n por microorganismos del rumen se ha estudiado -- 

por varias técnicas. La observación microsc6pica de - 

los microorganismos sobre los gránulos de almidón mues

tran una influencia in situ sobre la superficie de los

gránulos. En animales alimentados con dietas de rela- 

ciones concentrado: Forraje variadas en los cuales se

reporta que con dietas ricas en almidón aumenta el áci

do propi6nico. Balch y Rowland, 1957, Moore et a3, -- 

1962, prepararon un sedimento bacteriano representati- 

vo microscópicamente por centrifugaci6n diferencial, - 

del fluido ruminal de ovejas alimentadas con maíz y fo

rraje en relación 3: 1. El sedimento se cultiv6 en a-- 

naerobiosis en un medio con almidón, urea y sales mine

rales. Esta cultivo posee propiedades amilolíticas, a

pesar de existir entre los distintos tipos de bacterias

algunas no amilolíticas. Debido a la simbiosis en el - 

cultivo mixto no se requirió añadir vitaminas. El má- 

ximo de fermentaci6n ocurri6 al reajustar el pH del me

dio a pH = 6. 8. 



Posteriormente, Loper et al, 1966, desarrollaron - 

una técnica para estimar el almidón gravimétricamente. 

Encontraron que las condiciones para obtener una diges

ti6n de maíz satisfactoria in vitro, son: un medio nu

tritivo con almidón, minerales y nitrógeno no protéico

amortiguado a 6. 8, en un tiempo de incubación de 24 -- 

horas.. 

En los medios de cultivo para estudiar la diges- 

ti6n del almidón, se utiliza comunmente, urea, pero -- 

los datos reportados por Acord, 1967, indican que la a

dici6n de sulfato de amonio, cloruro de amonio, aceta- 

to de amonio y fosfato de amonio produce resultados e- 

quivalentes a la urea en la digestión in vitro del al- 

midón por microorganismos ruminales. S610 algunos ami

noácidos tuvieron el mismo efecto que la urea. 



METODOS Y MATERIALES.. 



A) Método de selección. 

La selección, se realiz& tomando en cuenta que el

estiércal contiene microorganismos amiloliticos, junto

con una población heterogénea. La hipótesis de selec - 

ción se fundament& en que, a partir de esta flora hete

rogénea, er_4 posible aumentar el número de microorga- 

nismos amiloliticos, utilizando como única fuente de - 

carbono el almidón. El método se base en la fermenta- 

ción de un medio de cultivo que se describirá poste--- 

riormente, por los microorganismos del estiércol y re- 

siembra a medio de cultivo nuevo cada tres días, en - 

dos ocasiones. 

La razón de realizar un enriquecimiento de este - 

tipo, es que se tienen en mente las limitaciones exis- 

tentes para llevar los resultados de laboratorio a vo- 

lúmenes industriales, por lo tanto las condiciones de

fermentación, tanto en el control de parámetros físi- 

cos, como en la elección de sustratos para el medio de

cultivo, se forza~ en el Primer caso, hacia los más - 

simples y en el segundo, hacia los más econ5micos. 

B) Diseño del medio de cultivo. 

1.- Fuente de Carbono.- Como fuente de carbono y de e- 

nergía, se us& almidón. Para conocer la cantidad de al

midbn necesaria Para que los microorganismos se pu



dieran desarrollar, se tomó en consideración 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 células. 

c) Se querían obtener alrededor de 10 g. de cel/ lt. 

Entonces: 

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

Tomando en cuenta que el almidón está compuesto -- 

por unidades de glucosa unida por puentes glicosídicos, 

se consider -A un peso de hexosa anhidra ( C6H1005) de . 162

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

10 g. C x 1628. hex.= 22. 5 g. de hexosa

72g' C. -
20 g de almidón

2.- Fuente de nitrógeno.- Se procur$ utilizar una fuen- 

te de nitrSgeno baratea y fácil de adquirir, se utiliz6- 

sulfato de amonio, ( a'nttes s--, hizo una prueba con urea, - 

pero no di6 resultado). Para calcular la cantidad de -- 

sulfato de amonio necesaria, se consideri5 que el 10% -- 

del peso seco de los microorganismos es nitrógeno. 

10 g. de cel. ---- 1 g. de nitrSgeno

peso molecular del ( NH4) 2 SO4 = 132 g

132x. ---- 28 q. N

X ---- 1 g. N X = 4. 7 g. 

5. 0 g. de ( NH4) 2SO4



Se agregó al medio inicial 6 g. de ( NH4) 2 so

3.- Minerales.- Para suministrar los minerales indis— 

pensables para los microorganismos se usa~ las sa--- 

les que contiene la saliva artificial ( Tróelsen, 1\96,9) 

el` Gua o 4, se muestra la composición de la sali— 

va artificial y la composición del medio de cultivo. - 

4.- Estiércol.- El estiércol Iu-é obtenido de vacas --- 

Holstein estabuladas cuya dieta consistía en 3 Kg. de - 

concentrados de cereal y forraje seco. El estiércol -- 

u-tl do fué sin almacenamiento previo. 

y0, s(* fe 2,;;, 
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CUADRO 4

COMPOSICION DE LA SALIVA ARTIFICIAL

Y DEL MEDIO SELECTIVO

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

tintas relaciones de C/ N. 

Al medio de selecci6n se le agreg6 CaCl2 como estabilizador de las
amilasas producidas. 

Troelsen, 1969. 

i

Saliva artificial Medio de selección

Bicarbonato de sodio 19. 60 g. 19. 60 g. 

Fosfato dibásico de

potasio trihidratado 14. 00 g. 

Fosfato monobásico

de potasio 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. 

Cloruro de calcio 0. 24 g. 

Urea 1. 83 g

Glucosa 1. 83 g. 

Sulfato de amonio 12 g.* 

Almidón 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 selecci6n se le agreg6 CaCl2 como estabilizador de las
amilasas producidas. 

Troelsen, 1969. 

i



C? Esquema del procedimiento general. 

Para estudiar la influencia de los diferentes par& 

metros, se sigui6 el esquema siguiente: 

Estiércol + ( tedio de Cultivo

Homogeneizar

Tomar pH. Ajustar a 7. 0 to - 

Cultivo
mar 10 ml. de muestra para - 

Inicial
actividad amilolítica y re- 

ductores a las 0, 24, 48 y 72

ler. Dase
hrs. 

Incubar 72 hrs. 

Tomar 5% de in6- 

culo y agregar - 
95% de medio nue_ 

vo. 

L 0
Pase "> 

la. Transferen

c

Incubar 72 hrs. 

Tomar 5% de in6- 

culo y agregar - 
95% de medio nue

vo. 

1

Pase A

a. Transferen

cia. 

Incubar 72 hrs. 

Tomar pH. Ajustar a 7. 0 to- 

mar 10 ml. de muestra para - 

actividad amilolítica y re- 

ductores a las 0, 24, 48 y 72
hrs. 

Tomar pH. Ajustar a 7. 0 to- 

mar 10 ml. de muestra para - 

actividad amilolítica y re- 

ductores a las 0, 24, 48 y 72
hrs. 



D) : edición de la actividad amiolitica. 

1.- soluciones.- Amortiguador de fosfatos pH 6. 8 - -- 

Se toman 490 ml. de una solución de KH2 PO4 0. 2 M. Se

agregan 510 ml. de una solución de _ 4a2HPO4 0. 2 Se - 

comprueba el pH con el potenci6metro y se ajusta con- 

HCL 1. 0 H 6 NaOH 1N si es necesario. 

2.- Procedimiento ( Tietz, 1972).- Solución de almidón

1. 2 g./ 100ml. en agua. Con agitación, se suspenden -- 

3. 0 g. de almidón soluble de Litner en 20- 30 ml. de a- 

mortiguador, para formar una suspensión homogénea sín- 

grumos. A esta suspensión se agregan lentamente de 150

a 200 ml. de amortiguador hirviendo, agitando enérgica

mente. Cuando la temperatura asciende a 80- 85° C, las- 

partículas se disolverán formando un sol. homogéneo de- 

almidón opalescente. Se calienta la solución con agi- 

tación hasta ebullición. Se hierve 3 minutos. Se --- 

transfiere a un matráz volumétrico de 250 ml. se deja- 

enfriar la sol a 30- 35° C y se completa el volumen con- 

amortiguador hasta 250 ml. La solución es estable tres

o cuatro semanas si está refrigerada. 

3.- Determinación de reductores.- Tomar una muestra de

medio fermentado. Centrifugar 3, 000 r. p. m. Con el - - 

sobrenadante obtenido se sigue el siguiente esquema: 
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Problema: 

Medio fermentado ............... 5 ml. 

Sol. de almidón al 1. 2% ........ 5 ml. 

Amortiguador ................... 5 ml. 

Agua ........................... ----- 

Incubar a 39° C. Tomar muestras de 1 ml. a los 0', 

301, 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 proteínas añadiendo hidróxido - 

de Bario y sulfato de Zinc, las proteínas forman pro— 

teinatos de Zn y Sulfato de Bario. 

Zn SO4 + Ba( OH) 2 ---- Y Zn ( OH) 2 + Ba SO4

En el sobrenadante se encuentran los azúcares re- 

ductores. 

La glucosa reduce el ion cúprico a cuproso con -- 

formación de 6xido cuproso ( Cu2O). La reacción no es- 

estequiométrica y depende de la alcalinidad, tiempo y

temperatura de calentamiento y concentración de reacti

vos. La reoxidaci6n de i6n cuproso por oxigeno se im- 

pide incorporando 18% de sulfato sódico al reactivo pa

ra disminuir la solubilidad del oxigeno. Después se a

ñade ácido arsenomolíbdico que se reduce con el i6n cu
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proso formando óxidos inferiores de molibdeno, estos - 

óxidos producen un color azul que se lee a 540 nm. 

La preparaci6n de los reactivos se encuentra en - 

el apéndice 1. 

E) Influencia de la concentración de estiércol. 

Se probaron tres concentaciones de estiércol fres

co: 10%, 20%, y 30% del volúmen total. Estos experi— 

mentos se llevaron a cabo incubando a 37° C, siguiendo, 

el esquema de selecci6n. Se ajust6 el pH a 7 cada 24

hrs. 

F) Influencia de la temperatura y la agitación. 

Se realizaron cuatro experimentos utilizando dos - 

temperaturas: a 37° C y a la temperatura ambiente ( 18° C) 

haciendo fermentaciones estáticas o agitadas. 

Se realizó al mismo procedimiento de selecci6n, a

justando el pH a 7. 0 cada 24 hrs., se us6 una concen-- 

traci6n de estiércol del 30%. 

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

Se probaron tres relaciones carbono/ Nitrogeno en - 

el medio de cultivo. 



C/ N = 6. 4

C/ N 4. 6

e

almidón 20 gr. 

NH 4) 2sO4 6 gr. 

almidón 20 gr. 

NH 4) 2sO4 9 gr. 

almid6n 20 gr. 

C/ N = 3. 5

NH2) 2sO4 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 estática. 

H) Medición del nitrógeno protéico durante la fermenta

ci6n. 

La determinación del N protéico, se efectuó dia-- 

riamente en matraces que contenían las condiciones si- 

guientes: 30% de estiércol fresco, relaci6n C/ N en el - 

medio de cultivo de 4. 5, las fermentaciones se hicie- 

ron en forma estática a 37° C, el pH se ajustó a diario

a 6. 5, después se sigui6 el diagrama de transferencias

ya indicado. 

La proteína en el medio se obtuvo por diferencia - 

entre el nitrógeno total y el nitrógeno soluble presen



tes en el medio fermentado. El nitrógeno total se mi - 

dib con el método que se describe a continuación: 

Se realiza una digestión Kjeldhal, ( Vogel, 1960), 

el amonio formado en este se convierte en hidr6xido- 

de amonio en presencia de álcali concentrado, el hidr6

xido de amonio reacciona con fenol e hipoclorito ^'" i - 

co ( reacción de Berthelot), para formar el indofenol - 

azul. 

1.- Digestión.- Se miden de 5 a 10 ml. de muestra, se - 

colocan en un matráz Kjeldhal, se agregan 20 ml. de - 

H2sO4 concentrado, 3 gr. de mezcla catalizadora ( sulfa- 

to de potasio, 200 gr., sulfato de cobre 20 gr., 6xido

de selenio 5 gr.), se agregan perlas de vidrio para re

gular la ebullición. Se lleva a hervir en una parrilla

o mechero en una campana de vidrio con extractor de al

re. La digestión total se alcanza cuando la soluci6n- 

es totalmente transparente. Este paso tiene por objeto

oxidar la materia orgánica por calentamiento. El cata- 

lizador sirve para acelerar la oxidación y elevar el - 

punto de ebullici6n del ácido sulfúrico; los elementos

C, H y S se oxidan a CO2, H20 y SO2 y en el N se con-- 
vierte en ( NH4) 2 so 4* 
2.- Determinación de NI¡ 3.- ( Tietz, 1972). El ( NE 4) 2 -- 

so formado se libera en presencia de álcali en exceso. 
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NH4) 2SO4 + 2 OH --------------? NH3 + H2O + SO4

El amoniaco en una porción alícuota reacciona con

fenol y hipoclorito sódico en un medio alcalino para - 

formar el indofenol azul. Se utiliza como catalizador

el nitroprusiato sódico. 

Reacción: 

OH

NH3 + NaOC1 + 2 OaOH O = <=>= N- C5 - O_ 

Naó()Na2Fe( CN) 5NO Indofenol

Se coloca 1 mI. de la muestra, se le agregan 5 ml. 

de la solución 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 colorímetro a 625 nm. 

Curva estándard.- Se disuelven 0. 3883 gr. de ( NH4) 2 - 

504 en 1 lt. de agua, conteniendo de tal manera 100 -- 

mg/ 1 de NH3. Se diluye esta solución 1: 10 para tener

10 mg NH3/ l. 

ug. NH3
0 2 4 6 8 10

ml. de dilución 1: 10 de sol

estándard 0 0. 2 0. 4 0. 6 0. 8 1. 0

H2O 1 0. 8 0. 6 0. 4 0. 2 0

Se traza la curva estándard, graficando D. O. contra

concentración de NH3 y se extrapolan los valores de -- 
D. O. de las muestras se obtienen los Hug de NH3/ ml. pre

sentes. 
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I) Determinación de nitrógeno total. 

Se toman 10 ml. de medio fermentado. Se realiza - 

la digestión Kjeldhal. Se añaden 400 ml. de agua. Se -- 

toman 2 ml. de esta dilución y se agregan 8 ml. de NaOH- 

2N. Se utiliza 1 ml. para la determinaci6n de NH3 por -- 
el método del indofenol. 

J) Determinaci6n de nitrógeno soluble. 

El N soluble se midió siguiendo dos procedimientos

ambos se compararon entre si. 

Uno de los procedimientos se basó en que el ( NK4) 2

SO4 es la Gnica fuente de nitr6geno. Se obtuvo una mues- 

tra de 1 ml. del medio fermentado. se diluyó 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 diluci6n para efectuar el método del indofenoL

El otro método consistió en tomar 5 ml. del liqui- 

do fermentado, añadir 5 ml. de sol. saturada de ZnSO4.-- 
Mezclar y centrifugar, colectar el sobrenadante, añadir- 

á ml. de ZnSO4 para laverlo, ¡ úezclar, centrifugar y co- 

lectar este sobrenadante. llezclar ambos sobrenadantes, - 

tomar 10 ml. y realizar la digestión Kjeldahl. Añadir -- 

400 ml. de agua. Tomar 2 ml. agregar 8 ml. de NaOH 2N y - 

medir 1 de esta dilución para efectuar el método del indo- 



fenol. 

Con ambos métodos se obtienen resultados simila-- 

res. 

El Nitr6geno protéico se calculó con la fórmula - 

siguiente: 

N protéico = N total - N soluble. 

En algunos casos ( en el cultivo inicial) se deter

minó directamente la proteína por el procedimiento si- 

guiente: 

Se toman 5 ml. de medio y se precipitó la proteí- 

na con 5 ml. de sol. saturada de Zn SO4. Se agita y --- 

se centrifuga, el sobrenadante se colect6, se lavó el - 

precipitado con 5 ml. de Zn SO4 se mezcló y centrifugó - 
colectando el sobrenadante para determinar N soluble. 

Al precipitado se le añadieron los 20 ml. de 1I2SO4
necesarios para la digestión y se transfirieron a un ma

tráz Kjeldahl añadiendo 3 g. de catalizador. Se digiere. 

Se enfría y se añaden 400 ml. de agua destilada, se to- 

mar. 2 ml., se agregan 8 ml. de Na OIi 2N y se toma 1 ml. 

para el método del indofenol. 

Este último método nos da idea de que los resulta

dos obtenidos por la f6rmula está cerca de la realidad. 

No se siguió haciendo porque es muy impráctico, 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 él al- 

go de sulfato de amonio. Se encontró un error del 5 - 

6% entre la determinación directa y el cálculo por me- 

dio de la fórmula. 

K) Preparación de silos experimentales. 

Para observar la degradaciSn del almidón de maíz~ 

por el fermentado amilolítico se prepararon silos de - 

maíz que contenían tres porcentajes diferentes de fer- 

mentado respecto a la cantidad de grano. 

Se utilizó maíz molido. Se hizo una prueba pre- 

via añadiendo a una cantidad de maíz en vasos de preci

pitado diferentes porcentajes de fermentado, obtenién- 

dose mezcla del siguiente aspecto: Hasta 20% seco, de

30 - 50% aspecto semi - húmedo, de 60% en adelante la -- 

mezcla tenía un aspecto francamente Fiúo» eclo así que - 

se probaron las concentraciones dd 30, 40 y 50% de fer

mentado. 

Los silos fueron preparados de la manera siguien- 

te. 

Se pesó 1 Kg. de maíz para cada concentración y se le - 

agregó el fermentado en porcentaje respectivo ( 300 ml. 

al que tendría 30% y así sucesivamente). Se prepar6,- 

un control sin fermentado pesando 1 Kg. de maíz y aña- 



diendo 400 ml. de agua. Se llenaron frascos etiqueta- 

dos de tamaño igual empacando la mezcla para no permi

tir que r;uedara al aire y se cerraron herméticamente. 

El fermentado se preparó en una serie de 6 matra

ces de 500 ml. que contentan un volfimen de 250 ml. Pa

ra el cultivo inicial se usó 30% de estiércol, el me- 

dio tenía C/ N de 4. 5, la fermentación se realizó incu

bando a 37° C en forma estática ajustando el pH del me

dio cada 24 hrs a 6. 5. Se siguió el esquema de pases - 

sucesivos en el mismo medio. Se usó el fermentado con

una actividad amilolitica de 25. 8 mg/ ml fe~ tado/ 90min. 

Se midieron los reductores en la mezcla ensilada

maíz - fermentado a los días 0, 3, 6, 12, 14, 19, 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. Añadir 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) Caracterización de los microorganismos. 

1.- Cuenta de microorganismos,- Se realizó 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 únicamente las diluciones 10- 7 hasta 10- 12 - 

en medio para cuentas totales y para contar microorga- 

nismos amilolíticos. Se incubó a 37° C. Se hizo la -- 

cuenta una vez que aparecieron las colonias. Para fa- 

cilitar las cuentas en almidón y observar la hidróli-- 

sis se añadió solución de Lugol. 

2.- Aislamiento e identificación.- Los medios utili- 

zados anteriormente contienen 0. 05% de cisteina para - 

crear un ambiente anaerobio. Se lograron aislamientos

convenientes en las últimas diluciones. 

Para el estudio de anaerobios se usó el método de

roll tube de Hungate ( 1969), en el cual el medio sóli- 

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 CO2. El 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 CO2, de manera que

no se formen burbujas en el medio. 
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5) Cerrar el tubo por medio de un tapón 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 técnica de roll tube

fueron: 

Medio almidón --- ( NH4) 2 Son con cisteína. 

Extracto de levadura --- peptona con cisteína. 

Rogosa S L agar. 

Una vez aisladas las colonias se picaron para exa

minar la pureza, morfología y tinción de gram y de es- 

poras. Se subcultivaron posteriormente para poder efec

tuar una identificación presuntiva haciendo pruebas bio

químicas. Todas las pruebas de fermentación y las fi-- 

siol6gicas se incubaron a 37° C. 

3.- Pruebas bioquímicas.- Se probaron las cepas para -- 

fermentación de glucosa , lactosa, sacarosa, glicerol,- 

manitol, sorbitol, xilosa, maltosa, galactosa, fructo- 

sa

Se sembró en caldo nitrato para observar produc- 

ci6n de nitritos. 

Se usé medio SIM para observar producción de H2S, 

de indol y movilidad. 
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Se hizo prueba de catalasa. 

Se sembró en un medio con 0. 5% de glucosa y se in

cub6 una semana para el estudio de los productos de -- 

fermentación por cromatografía de gases. Cottyn ( 1968). 



RESULTADOS. 



A) Influencia de la conce,ntraci6ñ de estiércol. 

Los resultados de la actividad amilolítica, de la

evolución de los azdcares reductores en el medio y del - 

pH obtenidos durante la fermentación están en el Cuadro

5. Estos parámetros nos permiten evaluar la producción

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 amilolítica, con

el tiempo se liberarían reductores al medio, aumentando

así su actividad. La actividad amilolítica nos indica - 

además si se ha mantenido esta actividad o se ha aumen- 

tado, así como si existe alg6n inhibidor que pudiera de

crementar la actividad de la enzima. 

En el cultivo inicial, la actividad amilolítica - 

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 amilolítica es Mayor - 

que en los otros casos. 

La variaci6n 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 caída de éstos - 

en los tres experimentos. Este hecho sugiere que en - 

el cultivo inicial heterogéneo, una población amilolí- 

tica hace aumentar los reductores al degradar el almi- 
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d6n, una vez liberados los reductores, éstos son con- 

sumidos por una flora no amilolítica que hace que baje

la cantidad total de reductores en el medio. Durante - 

el 2a y 3a pase, existe un claro aumento de los reduc

tores en el medio con respecto al tiempo, indicando - 

que los microorganismos amiloliticos se están 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 2a - - 

transferencia. En la primera transferencia ocurrió - 

que el pH aumentó 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 llegó a 7. 0 y

se oberv6 una mayor producci6n de amilasa. Esto 61ti- 

mo puede atribuirse a que la mayor concentraci6n de - 

estiércol ayuda a que baje rápidamente el pH y mejora

la actividad y la producci6n de enzima. 

B) Influencia de la agitaci6n y la temperatura. 

En el Cuadro 6 se encuentran anotados los resul- 

tados obtenidos en el tercer pase del ex- 
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perimento. 

Se trabajó con 4 diseños distintos para observar

el efecto de la agitación y la temperatura sobre la - 

producci6n de amilasa. Los denominaremos as2: A T-, 

se efectuó a temperatura ambiente y sin agitar; A+ T -- 

sese efectuó a temperatura ambiente y agitando; A T +,_ 

sisin agitar e incubando a 37° C y A+ A+ efectuando con- 

agitaci6n e incubando a 37° C. 

De los resultados del Cuadro 6 se puede observar

que en el diseño A T existe una pequeña actividad - 

de amilasa y se liberan muy pocos reductores en el me

dio, lo cual. i.nciica que se produce poca amilasa en es

tas condiciones. El diseño A- T` muestra una activi- 

dad de amilasa mayor así como una liberación de reduc

tores que con A+ T

En el caso de A T notamos también que el pH ba

ja con mayor lentitud ( 48 hrs.) con respecto a los de

más. De nuevo es evidente que una vez que el pH del - 

medio ha llegado a valoresde 7 aproximadamente, se - 

produce mas amilasa. 

C) Influencia de la relación carbono/ nitrógeno en el - 

medio de cultivo. 

Se midió la actividad amilolítica y la producci6n
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de reductores en tres experimentos, en el experimento - 

A, hay una relación C/ N = 6. 44, en el B, la relación - 

C/ N es de 4. 5 y en el C, la relación C/ N es de 3. 5. Es- 

tos resultados se encuentran en el Cuadro 7( actividad

amilolftica, y cambio de pH con el tiempo). 

La actividad de amilasa en el cultivo inicial - 

en el caso de la relación C/ N = 6. 4 y en el caso de - 

C/ N= 4. 5 son similares. La actividad de la amilasa en - 

la relación de C/ N = 3. 5 fue siempre menor durante to- 

do el experimento. 

En la primera transferencia notamos un mismo - 

patr6n, 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 amilolítica, 

es más 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 21transferencia es cla- 

ra la elevación de reductores en el medio en todos -- 

los matraces. 

El pH baja a las 24 hrs. a valores hasta de - 

5. 3, y la actividad de amilasa y los reductores en el

medio aumentan. 
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De acuerdo a estos resultados se eligi6 la rela- 

ci6n C/ N = 4. 5 para fermentaciones subsecuentes ya que

con esta relaci6n se favorece la actividad amilolítica

y la liberación de reductores al medio. 

D) Influencia del ajuste del pH. 

En el esquema general de las fermentaciones, se - 

mencionó la realizaci6n de ajuste de pH cada 24 horas. 

SegGn se ve en la Figura 2, la generación de acidéz - 

por la fermentación 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 variación mayor en la acidéz del - 

medio principalmente en el 3° pase. Lo que significa - 

que la fermentaci6n se acelera cuando ajustamos a un - 

pH menor cada 24 horas. 

E) Distribución del nitr6geno protéico durante la fer- 

mentaci6n estiércol -almidón. 

En nitr6geno protéico en el cultivo incial o pri

mer pase, muestra una tendencia ondulatoria durante -- 

los 3 días de fermentación. A las 24 horas., la canti

dad de nitr6geno desciende ligeramente respecto a la - 

cantidad inicial, aumenta a las 48 moras y desciende - 

nuevamente a las 72 horas. La cantidad de nitrógeno - 
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protéico en este cultivo primario es mayor que en los - 

siguientes. Esto es explicable, ya que en el estiér- 

col existe proteína proveniente de los desechos alimen

ticios, como granos y rastrojo, además de la proteína- 

microbiana que existe en este material, esta proteína, 

se diluye al hacer la primera transferencia. ( Cuadro 8) 

Durante la 10 transferencia b 20 pase, la proteí- 

na se mantiene constante a las 24 horas, asciende a -- 

las 48 horas y se mantiene la cantidad a las 72 horas, 

en este caso ya existe aumento debido a la prolifera— 

cibn de microorganismos. 

En la 20 transferencia ó 3° pase ocurre algo simi

lar, la cantidad de proteína llega a un máximo a las - 

72 horas. 

F) Degradación del almidón por los microorganismos ami

lolíticos en el silo. 

El aspecto de los silos, fué cambiado con el tiem

po. El maíz sufrió un aclaramiento y microscópicamen- 

te se notaba mas degradado. El silo adquirió un olor - 

a queso. El silo con mejor aspecto fué el que conte— 

nía el 30% de fermentado, también tenía un olor muy a- 

gradable. 

En cuanto a los reductores ( Cuacr) '- 3), se observa
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que en todas las concentraciones de fermentado en el - 

silo se producen más reductores que en caso delcon --- 

trol. En los tres experimentos con el fermentado exis

ten dos máximos, uno a los tres días, el otro a los 24 - 

días de ensilado. En todos los casos, incluso en el - 

control, el valor de los reductores desciende en el 12' 

día de ensilaje. 

No se pueden comparar los resultados del 403 con - 

los del 30 y 503 ya que en primer caso se usó un maíz -- 

más molido que en los otros casos; esto nos dice que -- 

mientras mas fino sea el grano se facilita mas la ac--- 

ci6n amilolítica. 

Los patrones de producción de reductores entre el

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

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, además de otras colonias hundidas

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

siones aparecieron en este medio colonias pequeñas--- 



pardas circulares ligeramente hundidas en el medio, - 

así como levaduras. 

En el medio almidón -sulfato de amonio, aparecie- 

ron colonias lenticulares blancas o circulares blan - 

cas, que estaban hundidas en el medio. Junto a éstas - 

aparecieron colonias satélite pequeñas en el área de- 

hídr6lisis de almid6n. Los resultados de las cuentas - 

en ambos medios están a continuación: 

Colonias lentejas. 

E, de levadura Almid6n

50 x 1010 20 x 109

Colonias cremosas. 

E. de levadura Almidón

12 x 108 43 x 1010

Colonias pequeñas pardas. Levadura

E. de levadura de levadura

23 x 108 10 x 1010

H) Aislamiento e identificación. 

Las cepas que aparecieron repetitivamente se agru

paron tentativamente e identificaron presuntivamente - 

a base a su morfología, tinci6n de gram y a sus reac- 

ciones de fermentación. Los resultados se muestran en

e1 Cuadro 10. 

Los datos del Cuadro, indican que hay tres grupos

principales de microorganismos. 
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1) Bacilos gram +, no móviles 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, inmóviles, gram +, 

atacan carbohidratos y sus productos de fermentación - 

son los siguientes: ácidos fórmico, acético, propióni- 

co, butfrico y láctico, son 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 CO2, forman colonias lenticulares blan- 

cas y fermentan almidón. Se identifican como pertene- 

cientes al género Propionibacterium ( Delwiche, 1957), - 

que corresponden a bacterias no móviles, no esporula-- 

das, gram positivas que en condiciones anaerobias en - 

medio neutro crecen como bacilos difteroides cortos se

mejantes a veces a estreptococos. Son catalasa +. Se

desarrollan lentamente, apareciendo colonias después - 

de 5 días, anaerobios aereotolerantes, requieren vita- 
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mina B. ácido pantoténico y biotina. Fermentan ácido

láctico, carbohidratos y alcoholes polihidroxílicos - 

produciendo ácido propi6nico, acético y CO2. 

Posiblemente Propionibacterium technicum. 

3) Cocos gran + inm6viles en cadenas muy cortas, anae

robios que forman la colonia parda suave que creci6- 

bien en Rogosa SL agar. Coincide con el género Pepto- 

streotoccocus ( Kluyver and Van Niel, 1957), que inclu

ye cocos anaerobios gram + no m6vil.es en cadenas. Po- 

drfa tratarse de Peptostreptococcus parvulus. 

Se muestran las fotografías correspondientes a - 

un cultivo en almidón -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 anaer6bica. 
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Fig. 3.- Placa de almidón sulfato de amonio. Se observan colo

nias de microorganismos amilnlíticlis con un halo de digestión, 
alrededor del cual crecen microorganismos satélite. 
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Fig. 4.- Magnificacibn de la foto anterior. La misma placa de -- 

almidón 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 Pea`,) a- Extracta de Levadura a las - 
24 hrs. 
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Fig. 6.- Microorganismos nue crecieron en condiciones anaer6- 

bic9s ( Rolling Tube, a las 96 hrs) 



DISCUSION. 
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Muchas de las ecologías mierobianas anaer6bicas - 

complejas eue existen en la naturaleza, se establecen- 

en forma espontánea, ejemplo de esto, es el numen, el- 

estiércol, la fermentación que se establece en los si- 

los, etc. Las razones para aue sea tan diferente una

de otra parece ser las condiciones del medio ambiente

en nue se desarrollan, entendiéndose por medio ambien- 

te las condiciones de pH, temperatura, tipo de sustra- 

to y capacidad de remoción de los metabolitos principª

les, así pues, en el rumen se establece una temperatu- 

ra de 39° C, un nH de 6. 5, tico de sustratos diversos y

alta capacidad de remoción de los productos. En estas

condiciones se establece una flora amilolítica, celulo

lítica, nroteolítica, compuesta por 35 especies dife- 

rentes de microorganismos, establecida en forma espon- 

tánea a través de la contaminación natural de los ali- 

mentos y produciendo como metabolitos principales, áci

do acético, propi6nico ,y butírico, sin embargo, si no- 

sotros cambiamos el sustrato por uno solo ( melaza de - 

caña) y no tenemos sistema eficiente de remoción de -- 

productos, la ecología cambia en forma radical en muy

pocos días y se convierte en una flora de levaduras -- 

nue 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 combinación de microorganismos - 

capaces de digerir el almidón, estableciendo unas con- 

diciones iniciales dadas, siendo estas primeras las -- 

más sencillas desde el plinto de vista de poderlas lle- 

var a grandes volúmenes sin mayores dificultades, si - 

esta fermentación tenia una utilidad tecnológica. 

Bajo estas bases se logró el objetivo fijado, ya- 

aue la actividad amilolíticn del estiércol, se mantuvo

al nivel inicial a pesar de haberse diluido la fermen- 

tación inicial 400 veces ( Cuadros 5 y 7). 

A1' observar detenir?.amente el cuadro 5 correspon- 

diente al efncto de la concentración del estiércol so- 

bre la actividad amilolítica y el cuadro 7 correspon- 

diente al efecto de la relación carbono/ nitrógeno, se

nota que la actividad a las 0 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 dilución 1: 20. Estn significa aue la - 

actividad a las 0 horas del segundo Pase debe ser alre

dedos del 5% de la actividad detectada a las 72 horas - 

del primer rase o cultivo inicial. Al. hacer los cálcu

los necesarios, en el caso del cuadro 5 se obtiene 3%, 

2. 6% y 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 0 horas del tercer pase, observán- 

dose también que la actividad esperada es mucho menor

que la encontrada por el efecto de la dilución, cuan- 

do la concentración de estiércol es de 309. En el ea

so del cuadro 7, haciendo los cálculos para las 0 ho- 

ras del segundo pase y las 72 horas del primer pase - 

se obtiene 21. 79%x, 19. 41% y 21. 79% para las relacio- 

nes carbono/ nitrógeno de 6. 4; 4. 5 y 3. 5 respectiva- - 

mente. A las 0 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 relación carbono/ nitrógeno 4. 5 se observa - 

una inhibición completa de la actividad a las 72 ho- 

ras del segundo pase y la aparición de la actividad - 

en la forma diluída 1: 20, es decir a las 0 horas del - 

tercer pase. 

Si se postula que este efecto es debido a una a- 

cumulación de metabolitos que inhiben. la actividad de

amilasa y no la producción de la enzima, se podría ex

plicar primeramente la gran liberación de reductores

que estuvieron en el segundo y tercer pase, y en el - 

cuadro 5 el decremento de la actividad amilolítica ob
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tenido durante el segundo y tercer pase. Al no encon

trar el efecto de la dilución se indicaría eue la con

centraci6n real de la enzima a las 72 horas del segun

do pase, es 20 veces mayor que la encontrada. Asimis

mo, resultaría que a las 72 horas del primer pase se- 

ría 6. 6 veces mayor que la detectada. 

Los microorganismos anaerobios o anaerobios fa- 

cultativos se desarrollan mejor cultivándolos en con- 

diciones estáticas, 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 370C y sin agita- 

ci6n ( Cuadro 6) 

La relaci6n carbono/ nitrógeno de 4. 5 encontrada - 

como óptima 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

dían del estiércol. 

El nitrógeno microbiano representado por el ni-- 

tr6geno protéico en el Cuadro 8, va aumentando duran- 

te la fermentación en los 3 pases realizados. Esto - 

es particularmente notorio en el segundo y tercer pa- 

se, lo cual puede atribuirse a la proliferación de mi

croorganismos digestores del almid6n, en el medio de- 
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cultivo. 

Se debe hacer notar que durante los cultivos no - 

fue necesario añadir 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 acción de los microorganismos - 

amilolíticos seleccionados, sobre el ensilado se mani

fiesta por una elevación mayor en los reductores pre- 

sentes en las 3 concentraciones de fermentado usadas, 

en comparación 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

que las bacterias ruminales mixtas contienen un siste

ma enzimático, que ataca los gránulos de almidón de - 

maíz. 

Tomando en cuenta que los microorganismos selec- 

cionados y aislados provienen del estiércol, debemos - 

notar que 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 Elías, 1971, como integrantes del

contenido ruminal de ovejas y bovinos, por lo que es- 

nosible también encontrarlos en el estiércol. 

El hecho de haber logrado obtener un cultivo mix

to cnn actividad amil.olítica, nos lleva a pensar en - 

varias posibilidades. Chandler et al, 1975 inocularon

intraruminalmente vacas Holstein lecheras con microor

ganismos ruminales vivos adaptados a la fermentaci6n- 

de almidón, logrando una producción 9. 7'1 mayor en la - 

leche y en la grasa durante 8 semanas. Estos autores

lograron 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 días, el medio usado - 

por estos autores poseía -85% de concentrado de almi

d6ny la fuente de nitr6geno era protéica. 

Una posible aplicación de este trabajo es la ¡ no

culaci6n de vacas lecheras con el cultivo amilolítico

mixto obtenido durante el tercer pase, para observar - 

el efecto sobre la producci6n de leche y grasa en es- 

tos animales. 

Otra posibilidad sería aplicarlo a animales mono



CUADRO 11

GANANCIA DE PESO, CONSUMO DE ALIMENTO Y CONVERSION ALIMENTICIA

DE RATAS ALIMENTADAS CON DIFERENTES CARBOHIDRATOS

Caseína Gluten

6% 15% 9% 15% 

Maíz G. T. P. 45. 69 140. 00 10. 25 28. 83

C. A. 290. 00 361. 00 286. 00 331. 00

CONV. 6. 35 2. 57 27. 90 11. 48

Dextrina GTP. 41. 4 123. 22 10. 53 35. 23

C. A. 314. 00 401. 00 331. 00 323. 00

CONV. 7. 58 3. 25 31. 43 9. 17

Papa GTP. 58. 37 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

CONY. 6. 18 2. 77 20. 38 9. 07

Amilosa GTP. 59. 69 118. 66 16. 80 47. 88

C. 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. 5. 83 2. 64 20. 21 7. 75

Maltosa GTP. 38. 37 147. 50 8. 46 29. 7

C. A. 294. 00 376. 00 238. 00 298. 00

CONY. 7. 66 2. 55 28. 13 10. 03

Glucosa GTP. 36. 73 113. 50 12. 81 30. 20

C. A. 368. 00 364. 00 315. 00 347. 00

CONV. 10. 02 3. 20 28. 17 12. 64

Duración del experimento 28 días. 

Promedio de 10 animales por tratamiento

Datos calculados de trabajo de G. Reussner, J. 

Andros y R. Thiessen. 
C. A. 

GTP. CONv. Conversión GTP. Ganancia total de peso

Alimenticia C. A. Consumo de alimento
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gástricos como el cerdo, utilizando el cultivo mixto - 

amilolítico como predigestor de los granos amiláceos - 

empleados en la elaboraci6n de los alimentos para es- 

tos animales. Reussner et al, ' 1963 realizaron un expe

rimento en ratas utilizando fracciones diferentes del - 

almidón, que se pueden considerar como si el almidón - 

estuviera cada vez más digerido. En este trabajo los - 

autores prueban 2 fuentes de proteína ( Cuadro 11): ca- 

seína al 6916 y 15% y gluten al 9 y 15/, se observa que

con un porcentaje de proteína elevado se mejora la con

versión alimenticia, es decir la relación que existe - 

entre alimento consumido/ ganancia total de peso. En - 

el caso de la caseína al 1576 se observa uniefecto bené

Pico en el almidón de papa a nivel de pregelatinizado, 

amilosa, amilopectina y maltosa, ya que mejora la con- 

versi6n alimenticia en ese sentido. Es curioso que -- 

con glucosa no se obtuvo máxima eficiencia. 

El cultivo amilolítico obtenido en el tercer pase

podría aplicarse para realizar la predigesti6n de ali- 

mentos amiláceos, y así mejorar la conversión alimenti

cia de animales monogástricos. 

En el Cuadro 12 se muestran los resultados de un - 

experimento preliminar en el eue se usan dietas con -- 

maíz digerido por el fermentado amilolítico obtenido - 
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y maíz 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 estadísticamente significativa en los machos, - 

a pesar de aue los machos alimentados con maíz no di- 

gerido tuvieron ganancias mayores que los alimentados

con maíz digerido; la dispersión de los datos hizo in

significante la diferencia. La conversión alimenti- 

cia en las hembras alimentadas por maíz no digerido - 

fué mejor que con el lote alimentado con el maíz dige

rido. 

Por otro lado, la diferencia que pudiera existir

sería debida al mayor aporte energético por parte del

alimento predigerido. 

La utilidad de la predigestión del maíz en térmi

nos prácticos tiene aún muchas perspectivas de estu-- 

dio. 
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REACTIVOS. Método de Nelson Somogyi, 1944. 

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

50 g. de Zn SO4. 7 H2O en agua y se diluye la solucion- 
a vol. de 1 lt. 

2.- Hidróxido bárico: Solución aproximadamente 0. 3 N. 

Se disuelven 50 g. de Ba ( OH) 2' H2O en agua y se dilu- 

ye la solución a volumen de 1 lt. Se deja en reposo - 

durante 2 días en un recipiente cubierto; se decanta o

se filtra. Se guarda en frasco de polietileno y se -- 

protege del bióxido de carbono del aire. Esta solu--- 

cibn se equilibra frente a la solución de Zn SO4 como - 
sigue: Se vierten con pipeta, 10 ml. de la solución - 

de sulfato de Zn en um matráz y se diluyen con 25 ml. - 

de agua. Se agrega fenolftaleína como indicador y se - 

valora lentamente con la solución de hidróxido de ba - 

rio, mezclando enérgicamente hasta color rosa definido

permanente. Se diluye el más concentrado de los reac- 

tivos, si es necesario, de manera que 10 ml. de solu-- 

cibn de sulfato de Zinc requieren 10. 0 + 0. 1 ml. de so

lucibn de hidróxido de bario para alcanzar el punto fi

nal. 

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

Na2 HPO4 y 40 g. de tartrato sodicopotásico ( KNa C4H4- 
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06 4 H20) en 700 ml. de agua. Se agregan 100 ml. de - 

NaOH iN. Se agregan agitando, 80 ml. de solución al - 

10% ( p/ v) de CuSO4. 5H2O. Se agregan 180 g. de sulfato

s6dico anhidro. Se mezcla bien para que se disuelva y

se diluye el volúmen a 1 lt. 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.- Solución de arsenomolibdato. Se disuelven 50 g. - 

de molibdato de amonio ( NH4) 6 Mo 7 024• 4H20, en una -- 

mezcla de 900 ml. de agua y 42 ml. de ácido sulfúrico - 

concentrado. Se disuelven aparte 6 g. de arseniato s6

dico ( Na 2H As04. 7 H20) en 50 ml. de agua y se agrega - 

esta solución a la primera. Se mezcla bien y se incu- 

ba a 37° C durante 48 grs. Se guarda en un frasco co -- 

for ámbar a temperatura ambiente. El color debe ser a

marillo; si es azúl verdoso se deshecha. 

5.- Estándares de glucosa. Se transfiere 1 g. de glu- 

cosa anhidra a um matráz volumétrico de 100 ml. se di- 

suelve y se diluye hasta la marca. Estándares de tra- 

bajo: 

Se introducen 10 ml. de la solución anterior en - 

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

Se toman diferentes cantidades ( o. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, y- 



1. 0 ml.) de la solución de trabajo, se completa a 1 ml. 

con agua destilada. 

PROCEDIMIENTO. 

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

lución de la solución estándard en 1 lt. 

2.- Añadir 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 añade 1 ml. de - 

reactivo de sulfato de cobre y 1 ml. de NaOH 1N. 

5.- Colocar en baño maria con agua hirviendo 20 minu— 

tos. 

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

7.- Añadir 1 ml. de reactivo arsenomoiibdato. 

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

en colorimetro. 



APENDICE II. 



83- 

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

Steel, 1974) 

I.- Tinci6n de Gram Reactivos. 

Oxalato de sodio -cristal violeta

Sol. A cristal violeta 10 g. 

etanol al 95516 100 ml. 

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

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

2.- Lugol -yodo

Yodo 5 g. 

Yoduro de potasio ' 10 g. 

Agua 100 ml. 

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

tar el volúmen con agua destilada. Para usar, di

luir 1: 5 con agua destilada

3.- Alcohol acetona. 

Alcohol 50 ml. 

Acetona 50 ml

4.- Safranina. 

Solución acuosa al 0. 5% 

Mét' 3d o : 

anliear el oxalato de amoiio- cristal violeta 1 mi - 

nut,) 
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Lavar con agua. 

Aplicar la solución de Lugol. 

Lavar con agua. 

Decolorar con alcohol acetona

Lavar bien con agua

Contrateñir con safranina por 1 min. 

5.- Tinci6n para esporas ( Shaefer, Fulton, Cowan, = 

1974) 

Empapar el p.ortaobjetos con una' soluci6n de ver

de malaquita al 5% y vaporizar 1 minuto. Se pue

de gmitir la vaporizaci6n dejando actuar el co- 

lorante 10 minutos. 

Lavar con agua corriente

Teñir con safranina al 5% durante 15 seg. 

Enjuaga con agua y dejar. secar

Los cuerpos bacterianos se tiñen de rojo, las es

poras de verde. 

II) Preparación de los medios de cultivo y pruebas - 

de caracterización. 

Medio para cuentas totales. Peptona- extracto de

levadura. ( Hungate, 1969) 

Bacto Peptona 10 g• 

Extracto de levadura 2. 5 9. 

Glucosa 2. 0 g• 
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jugar 20 g. , 

Cisteína 0. 5 9. 

Agua 1, 000 ml. 

Disolver los ingredientes por calentamiento. Es- 

terilizar a 115° C, 20 minutos . 

Medio para amiloliticos. 

NaHCO3 9. 8 g• 

KH2PO4 7. 0 g. 

KC1. 0. 57 g. 

NaCl 0. 5 9. 

MgSO4. 7H2O 0. 12 g. 

CaClp 0. 12 g. 

NH4) 2 s04 6. 5 € i . 

Cisteína 0. 5 g. 

Almidón 20. 0 g. 

Agar 15. 0 g. 

Agua 1, 000 ml. 

El almidón se prepara mezclándolo con agua hirvien

te unos 60 ml. hasta fgrmar una crema suave. Se - 

agrega a las sales con el altar fundido, se mezcla

y se esteriliza al 115° C por 10 minutos. 

Base altar rojo de fenol. Para observar fermenta— 

cibr_ d- carbohidratos. ( Difco Manual 1960). 

Extracto de carne 1 F. 
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Peptona 10 g. 

NaCl . 5. 0 9. 

Rojo de fenol 0. 025 g. 

Altar 1 r. g. 

Agna 1, 000 ml

Se añade 1% del carbohidrato. Colocar en tubos y

esterilizar a 15 lb, 15 minutos. Para bacterias aero- 

bias se. usa el medio inclinado, las anaer6b--cas se pie

den i_nocul— en el medí- funcnido a 45oC. 

Caldo nitrato ( Lanage et al; " 1970) 

Extracto de carne 3 g. 

Peptona 5 gr. 

KNO3 1 g. 

Para determinar la reducción de nitrato a nitrito, 

se inoculan tubos de caldo nitrato con un cultivo puro

de la cena aue se estudia. Se incuban los tubos a 37O

Dor 24 hrs. El medio se prueba para presencia de nitri

tos añadiendo unas gotas de solución de ácido sulfaníli

co y de solución de alfa- naftilamina. El reactivo de - 

ácido sulfanilico se prepara disolviendo 8 g. de este á

cido en 1, 000 ml. de ácido acético 5 N. El reactivo de

la alfa- naftilamina consiste en 5 g. de este compuesto, 

disueltos en 1, 000 ml. de ácido acético 5 N. Se añaden

unas 2 gotas de cada reactivo. Un color rosa o rojo in
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dita la presencia de nitrito reducido a partir de nitr,9

to. 

Medio SIM ( Difeo Manual 9960) 

Extracto de carne 3 g. 

Peptona 30 g. 

Fierro nentonizado 0. 2 g. 

Tiosulfato de sodio 0. 025 g. 

Agar 3 g. 

Agua 9, 000 ml. 

Esterilizar a 15 lb, 15 minutos. 

Este medio se emplea para observar la producción de áci- 

do sulfhídrico, la próduccibn de indol y la movilidad. - 

La movilidad se puede apreciar por ser un medio semisbli

do, la producción de H 2 S Dor ennegrecimiento del medio - 
y la nroducción de indol añadiendo 1 ml. de eter etílico

sobre la superficie del medio, se agrega ' 1 ml. de reacti

vo de Ehrlich, la presencia de color púrpura en la inter

fase en 5 minutos indica indol. 

El reactivo de Ehrlich se prepara disolviendo 1 g. 

de D- dimetilaminobenzaldheído en 95 ml. de etanol al 95% 

y 2.0 ml. de ácido clorhídrico concentrado . 

Gelatina nutritiva ( Lapage et al, 1970) 

Extracto de carne 3 g. 



Peptona 5 g. 

Gelatina 120 g. 

Agua 1, 000 ml. 

Añadir el agua a la gelatina y dejar por 15 min. 

calentar para disolver la gelatina, añadir y disolver

los demás ingredientes. Ajustar el pH a 7. Esterili

zar a ' 1210C durante 15 min. 

Inocular el medio e incubar a 370C, por 15 días, 

cada 3 días enfriar el tubo para observar si hay li-- 

cuefanción. 

Actividad de catalasa. ( Cowan, Steel, ' 1974) 

Crecer el microorganismo en extracto de levadura, 

peptona inclinado, incubar por 24 hrs. a 370C. Añadir

1 ml, de H2O2 al 1% por la pendiente y examinar inme- 

diatamente y después de 5 min para observar producción

de Cas si hiy actividad de catalasa. Los cultivos in- 

cubados enaeróbicamente deben exvonerse al aire al me- 

nos por 30 min. antes de añadir el H. 02. 

Rogosa SL. ( Rogosa et al, 1951) 

Triptona 10 g. 

Extracto de levadura 5 g

Dextrosa 10 F. 

Arabinosa 5 g. 



Sacarosa 5 g. 

Acetato de Sodio 15 9. 

Citrato de Amonio 2 g. 

Fosfato monopotásico 6 g. 

Mg SO4 * 7H20 0. 54 g. 

Mn SO4 0. 12 g. 

Fe SO4 0. 03 g. 

Monooleato de sorbitol 1 g. 

Suspender en 1, 000 ml. de agua destilada fria. - 

Añadir 1. 32 ml. de ácido acético glacial, calentar a

ebullición con agitación ocasional y hervir 3 min. No

reouiere autoclaveado. pH final: 5. 4 a 25oC. 

Este medio se puede solidificar por la adición - 

de agar al 2. 5%. 
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