O30,
7

e —

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

-
[

UNIDAD ACADEMICA DE CICLOS PROFESIONALES ¥ D

POSGRADO

M. en B. Rafael German Campos Montiel

Presenta Tesis Doctoral

CARACTERIZACION Y FRACCIONAMIENTO DE
COMPUESTOS ACTIVOS CON EFECTOS
PROBIOTICOS CONTENIDOS EN

CULTIVOS FUNGICOS |

Tutor
Dr. Gustavo Viniegra Gonzalez

Jurado

Dra. Alicia Gonzélez Manjarrez

Dr. Guillermo Aguilar Osorio

Dr. Sergio Revah Moissev

Dr. Fernando Pérez Gil

Dr. Eduardo Barzana Garcia

Dra. Ma. del Carmen Wacher Rodarte

27%3

México, D.F., Mayo del 2000



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ty

“x
-

A characterization of the probiotic fractions of three fungal cultures named Saccharomyces cerevisiae
(Y's), Aspergillus oryzae (Ao) and Aspergillus niger (An), was made. The bioassay used was based on the
cnhancement of cellulose digestion done by a bacterial consortium, under anaerobiosis. The bacterial
consortium was obtained through a long term continuous culture. The anaerobic bacteria were obtained
from bovine rumen liquor. The culture was made within an anaerobic continuous reactor, fed with 6
g/L. of carboxy-methyl-cellelose (CMC).

Water extracts from fungal samples were filtrated through a Whatman 5 paper and passed through a
Millipore membrane having pore size smaller than 0.45 pm. All samples that were added to the
fermentation at c'f}'talytic levels (2 % V/V), had stimulatory effeets on the rate of growth of the bacterial
consortium. i

The probiotic activity was resistant to heat incubation (120°C for 15 minutes) and was extracted in a pl
range between 4 and 10.

Gel filtration with Sephadex G-50 showed active peaks with molecular weights as follows: one peak for
Ys (MW ~ 4 kDa), other for An (MW =6.1 kDa) and two peaks for An (MW 23,9 and 15.2 kDa). The
peak samples with MW less to 15 kDa had a positive cffect on the hioassay. Gel filtration with Sephadex
G25-80 with Ys extract showed only. one peak detected by UV absorbancy with MW between 1 kDa and
5 kDa. The biochemical analysis showed that the peak fraction was positive for protein, negative for
carbohydrates and without proteolytic activity.

Infrared spectra for peaks with positive effect in the bieassay and MW near 5 kDa showed functional
groups (OH, NH, H-N-H and C=0) characteristic for peptides.

The conclusion was that main probiotic compounds contain in Ys, Ao'and An were a mixture of
polypeptides that stimulate the growth of anaerobic bacteria using CMC as a sole carbon source.
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Sc caracterizaron y fraccionaron los componentes activos contenidos en tres cultivos fingicos
(Saccharomyces cerevisiue (Ys), Aspergillus oryzae (Ao) y Aspergillus niger (An), que ticnen actividad
promotora en la digestion anacrobia de fibras celuloliticas, para conocer su naturaleza quimica.

Por la complejidad del rumen s¢ han tomado como modelos experimentales ensayos in vifro, para
caracterizar los componentes activos con efectos probioticos. Por tal motivo, en csta tesis se desarrollo
un nucvo bioensayo, en donde las bacterias anaerobias celuloliticas de origen ruminal se obtienen a
partir del eflucnte de un biorreactor UASB alimentado con carboximetilcelulosa.

Los componcentes de Ys, Ao y An con capacidad de estimular bacterias anacrobias con actividad
CMCica fueren estables a 120°C por 15 minutos y a diferentes pH (4 y 10).

En ¢l fraccionamiento por ultrafiltracién se enconiré que los componentes activos tuvicron pesos
molccuiares menores de 30 kDa. En la columna Sephadex G-50 se. observaron un solo pico para Ys
(PM = 4 kDa), otro para An (PM =~ 6.1) y dos picos para Ao (PM = 3.9 y 15.2 kDa). Las muestras de los
picos con PM inferiores a 15 kDa resultaron con accién positiva en ¢l bivensayo. PPor sceparado, se
demostré que una muestra del extracto de Ys pasada por Sephadex G 25-80 (1 kDa<PM<5 kDa)
contenia también un solo pico. El analisis bioquimico mostré que la fraccion que representaba el pico
fue positiva a proteina, negativa a carbohidratos y sin actividad proteolitica medible.

El espectro infrarrojo mostré que los picos con efecto positive cn el biocnsayo y peso molecular cereano
a 5 kDa tuvieron grupos funcionales (O, NI, C=0 y H-N-I1) caracteristicos de péptidos.

Se concluye que los principales componentes probidticos contenidos en Ys, Ao y An son polipéptidos
que actaan estimulando ¢l erecimicnto de bacterias anacrobias con actividad de CMCica.
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Se han formulado dos hipétesis sobre la naturaleza quimica de los compuestos activos
contenides en los cultivos fungicos que tienen el efecto de mejorar la digestion ruminal e
incrementar la produccion de bovinos. Una de ellas se basa en la idea que son enzimas
microbianas que intervienen en la digestion de forrajes v la otra que son metabolitos que
estimulan el crecimiento de la microbiota ruminal. Por esta razon, los probidticos de tipo
fiingico se les define como mezclas de microorganismos, enzimas, metabolitos v vitaminas
que segun los datos publicados, han aumentado la eficiencia de la digestion ruminal.

Esta tesis contribuve a caracterizar y fraccionar los componentes activos contenidos en
cultivos fungicos, que tienen actividad promotora en la digestién anaerobia de fibras
celuloliticas, para conocer su naturaleza quimica y apoyar una de las hipotesis anteriores.

Por la complejidad del rumen se han tomado como modelos experimentales ensayos in
vitro, para caracterizar los componentes activos con efectos probiéticos. Por tal motivo, en
esta tesis se desarrollé un nuevo bioensayo, en donde las bacterias anaerobias celuloliticas
de origen ruminal se obtienen a partir del efluente de un bierreactor UASB alimentado con
carboximetilcelulosa. El bioensayo consiste en cultivos anaerobios en lote, donde se observa
ta diferencia en la produccién de proteina, actividad carboximetilcelulolitica (CMCica) ¥
acetato entre los tratamientos con extractos fiingicos y el contrel (sin extracto).

Los resultados mostraron que los extractos fiingicos estimulaban la actividad de CMCica
en forma significativa (P<0.05) en el bioensayoe v que esta actividad se puede correlacionar
con la digestion ruminal de fibra detergente neutro.

Usando este nuevo bioensavo se procedio a caracterizar y fraccionar tres muestras de
origen fingico: Ys (Saccharomyces cerevisiae), Ao (Aspergillus oryzae) ¥ An (Aspergillus
niger). :

Los componentes de Ys, Ao ¥ An con capacidad de estimular bacterias anerobias con
actividad CMCica fueron estables a 120"C por 15 minutos y a diferentes pH (4 y 10).

En el fraccionamiento por ultrafiltracion se encontré que los componentes activos tuvieron
pesos moleculares menores de 30 kDa. En la columna Sephadex G-50, que separa moleculas
en el intervalo de 1.5 kDa<PM<30 kDa se observaron un sole pico para Ys (PM = 4
kDa), otro para An (PM = 6.1} y dos picos para Ao (PM = 3.9 y 15.2 kDa). Las muestras de
los picos con PM inferiores a 15 kDa resultaron con accién positiva en el bioensayo. Por
separado, se demostré que una muestra del extracto de Ys pasada por Sephadex G 25-80
(1 kDa<PM<5 kDa) contenia también un solo pico. El anilisis bioquimico mostro gue la
fraccion que representaba el pico fue positiva a proteina (medida por el método de
Bradford), negativa para carbohidratos y sin actividad proteolitica medible. En las
restantes fracciones excluidas en la columna de Sephadex (25-80 no se detectaron
carbohidratos ni proteina.

El espectro infrarrojo mostré que los picos con efecto positivo en el bioensayo v peso
molecular cercano a 5 kDa tuvieron grupos funcionales (OH, NH, C=0 y H-N-H)
caracteristicos de factores de crecimiento de tipo peptidico.

Se concluye que los principales componentes probidticos contenidos en Ys, Ao ¥ An son
compuestos de tipo peptidico que actian estimulando el crecimiento de bacterias
anaerobias con actividad de CMCica.




ANTECEDENTES

| .




2.1 INTRODUCCION

En anos recientes el uso de cultivos fungicos como promotores de
crecimiento en la produccion de bovinos ha aumentado. por el motivo de que
los productores pretenden obtener mas ganancias al incrementar la eficiencia

biologica del rumen.

A los cultivos fungicos usados como promotores de crecimiento se les
denominan probidticos v son aquellos compuestos quimicos que no son
nutrientes esenciales, que se adicionan a los alimentos para incrementar la
eficiencia de la digestion ruminal v con etlo la produccion animal. El uso de
este tipo de aditivo se remonta a los afios 30's, cuando en forma empirica se
le adicionaban a las dietas levaduras para incrementar la produccion animal
(Dawson., 1993). Los cultivos fungicos mas usados comercialmente como
probidticos en rumiantes son Aspergillus oryzae 'y Saccharomyces
cerevisiae, pero, Tapia y col., (1988) encontraron efectos probidticos con

cultivos de Aspergillus niger.

Es de notarse que las patentes registradas en Estados Unidos de Ameérica
sobre este tipo de aditivos con los nameros de registro 4, 175, 121 del 20
de Noviembre de 1979 y 5, 501, 857 del 26 de Marzo de 1996 que fueron
obtenidas de la base de datos de US Patent & Trademark Office muestran a
estos productos como una mezcla de microorganismos, metabolitos,

enzimas, vitaminas, amortiguadores y minerales.

En la actualidad existen dos hipotesis sobre la manera que actiian los

cultivos fungicos en la digestion ruminal:




.La primera sugieren que son metabolitos con un efecto positivo en el

crecimiento v en la fisiologia de los microorganismos del rumen que
digieren los forrajes (Wiedmeier y col., 1987) o que consumen un exceso de

acidos organicos (Chaucheyras y col., 1995).

La segunda apoya la idea de un efecto directo de enzimas hidroliticas
contenidas en cultivos fungicos (hongos y levaduras) que aumenta la
digestion de forrajes y de piensos (Beauchemin y col., (1995) v Lewis y col,,
(1990)).

En la actualidad existen pocos estudios sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de los principios activos contenidos en los cultivos fingicos
usados como probidticos, ya que la mayoria de los trabajos se han encausado

a la fisiologia ruminal y a la produccion animal (Campos y Viniegra, 1994).

Por la complejidad de rumen los estudios de caracterizacion solamente se
han realizado con bioensayos in vitro (cultivos puros, biorreactores y
digestibilidades con liquido ruminal). Por lo tanto, en este trabajo se trabajo
con un biorreactor con bacterias anaerobias que muestran actividad
carboximetilcelulolitica, ya que esta actividad se correlaciona con la

degradacion de la fibra en la digestion ruminal.
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2.2 PLANTEAMIENTO DE LA TESIS

Las patentes sobre estos productos biotecnolégicos los presentan como
mezclas  de  microorganismos, metabolitos, enzimas, vitaminas,
amortiguadores y minerales, pero los estudios que apoyan las dos
principales hipétesis descritas anteriormente sobre la manera que estos
productos incrementan la digestion ruminal sugieren que los principales
componentes probidticos podrian ser metabolitos, enzimas y/o vitaminas.
La hipdtesis de que el principal componente activo responsable del
incremento de la digestibilidad sean las enzimas microbianas contenidas en
los probidticos tue puesta en entre dicho en estﬁdios previos que preceden
a este trabajo (Campos, 1991). Esencialmente, no se encontr0 una
correlacion entre los niveles de celulasas, amilasas, proteasas y lipasas y
los incrementos observados en la digestibilidad in vitro de los alimentos
ricos en celulosa, almidén, proteinas y grasas respectivamente. Por la
tanto, se decidid caracterizar y fraccionar estos compuestos activos
contenidos en los cultivos fingicos que promueven el crecimiento de las
bacterias anaerobias con actividad carboximetilcelulolitica procedentes de

un reactor UASB arrancado con liquido ruminal.
2.3 HIPOTESIS DE TRABAJO

Los componentes activos contenidos en los cultivos fingicos que mejoran la
digestion ruminal de forrajes de baja calidad son metabolitos, termoestables
e hidrosolubles que estimulan el crecimiento de bacterias anaerobias

celuloliticas.
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3.1 FUNCIONAMIENTO DEL RUMEN

El rumen es uno de los compartimentos del estdmago de animales
poligastricos, en el cual los microorganismos del rumen pueden degradar
carbohidratos complejos, como la celulosa, la cual. no se puede hidrolizar

con enzimas que excretan los monogastricos.

3.1.1 Aspectos generales de la ecologia ruminal

La alimentacion de rumiantes es muy variable (carbohidratos, proteinas,
grasas, NUmMerosos compuestos organicos y minerales), por esta razon, existe
una gran diversidad de microorganismos en el rumen, que tienen una alta
especificidad por sus nutrientes y por el nicho ecoldgico que ocupan. Es
decir, existe una compleja asociacion bioquimica entre los microorganismos

del rumen,

La mayoria de las bactertas del rumen son Gram negativas cuando su
alimentacion es predominantemente de forraje y heno, pero cuando se
alimentan con grandes cantidades de granos o concentrados, aumenta la
proporcion de bacterias Gram positivas (Caldwell y Bryant, 1966). En su
morfologia, la mayoria de las bacterias del rumen son cocos y bacilos cortos
de diferentes tamanos con un rango de 0.4 a 1.0 pm de diametroy de 1 a 3
um de longitud, que estan adaptados a vivir en las siguientes condiciones
fisicoquimicas: pH 5.5-7, ausencia de oxigeno y una temperatura de 39-

400C (Hungate, 1966).



3.1.2 Clasificacion de las Bacterias del Rumen

En forma muy general las bacterias ruminales, se pueden clasificar por el
tipo de sustrato que digieren. Los principales materiales utilizados son:
carbohidratos complejos (celulosa. hemicelulosa v almidon). proteinas y

lipidos (Hungate, 1966).

Las bacterias que pueden digerir celulosa se les conoce como celuloliticas y
pueden constituir del 15 al 20% del total de las bacterias del rumen cuando
los animales son alimentados principalmente con forrajes. Ademas, estas
bacterias tienen la habilidad de digerir hemicelulosa (Hungate, 1966). Las

bacterias ruminales mas comunes que fermentan celulosa, hemicelulosa y

almidon se muestran en la Tabla | (Hungate, 1966).

Tabla 1. Principales Bacterias Ruminales Clasificadas por el
Tipo de Carbohidrato Complejo que Digieren.

Celulosa
Fibrobacster sucolinogsSs
Ruminczoccus flaverfaciens
Buryrividrio fibrisolvens

Almidon

Streptococcus bovis
Bacceroides amylophilus
Bacteroides rimunicol
Succinimonas amylolytica
Selenomonas ruminantium

Hemicelulesa
Bacteroides ruminocola
Bacceroides amylogenes
Burtyrividrio fibrisclvens
Ruminococous Slavefsoians
Ruminococcus albus



Los generos de bacterias celuloliticas que pueden representar del 50 al 60 %
en el ganado bovino y Ovino son Fibrobacter, Ruminococcus y
Butvrividrio (Hiltner y Dehority, 1983). Estas bacterias celuloliticas
requieren para su crecimiento in virro de vitaminas (p-aminobenzoico y
biotina), amonia y cisteina (Scott y Dehority, 1965). El principal producto
de la fermentacién y la transformacion de la celulosa y hemicelulosa por las
principales bacterias celuloliticas es el acido acético (Haigler y Weimer,

1991).

Los 4cidos grasos volatiles son absorbidos por el animal para
posteriormente ser utilizados como fuente de energia en rutas catabolicas,
pero también, en el rumen se encuentran las bacterias metanogénicas que
pueden transformar estos productos en biéxido de carbono y metano. Este
tipo de bacterias no son deseables en la fermentacion ruminal, ya que
representan una pérdida de carbono y energia para el animal rumiante. Por

ello se utilizan aditivos comerciales que inhiben su crecimiento.

Para simplificar las evaluaciones de la digestion ruminal, algunos autores
han realizado sus investigaciones sobre los cultivos fungicos como
probidticos utilizando bioensayos in vitro como: digestibilidades con liquido
ruminal (Tapia y col., 1988), cultivos puros (Nisbet y Martin, 1991) y
biorreactores (Newbold y col., 1991), los cuales seran discutidos a

continuacion.

3.1.2 Bioensayos in vitro
El rumen de un vacuno adulto por lo general tiene una capacidad de 60

litros, con cerca de 10" microorganismos por mililitro (Hungate, 1966).
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Debido a la gran diversidad de microorganismos presentes y de sus nichos
ecologicos, todavia no se conocen todos los detalles relativos a sus
actividades bioquimicas. Por estas razones se han disenado diferentes
bioensayos in vitro para evaluar aspectos especificos sobre la digestion

ruminal y como sisternas preliminares de evaluacién.

Los bioensayos mas utilizados son: cultivos puros, medicion de la

digestibilidad in vitro y biorreactores.

Todos estos ensayos tienen las siguientes ventajas:
1) Requieren muestras de pequefio volumen.
2) Son mas rapidos.

3) Tienen un mayor control de variables.

La digestibilidad in vitro con liquido ruminal es una técnica muy utilizada
en nutricion de rumiantes. Fue disefiada por Tilley y Terry, (1963) y en su
primer fase simula la digestion ruminal al poner la muestra a incubar con
tiquido ruminal. Este método tiene la desventaja de estar influenciado por
las caracteristicas nutricias y microbianas del liquido ruminal que pueden
estar relacionadas con el tipo de dieta que tenga el animal donador del
liquido ruminal. Campos y col., (1997) indicaron que la adicion de alfalfa
fresca en la dieta del animal donador del liquido ruminal disminuia o hacia
imperceptible el efecto probidtico de aditivos flngicos sobre la
digestibilidad in vitro de forrajes, mientras que en animales alimentados con
rastrojo de maiz, si se observé dicho efecto. Varel y Kreikemeier, (1994)

reportaron resultados similares.




Esta observacion apoya la necesidad de tener bioensayos que no dependan

de factores nutricios o ambientales externos a la prueba de probioticos

El uso de cultivos puros de bacterias ruminales es otro bioensayo que se
remontan a los anos 50's, cuando se aislaron los microorganismos para
estudiarlos y tratar de entender su funcionamiento en el rumen {Hungate,
1966). El cultivo puro mas utilizado para estudiar a los cultivos fingicos y
su efecto en la digestion ruminal es la bacteria Selenomonas ruminantium,
ya que esta bacteria puede representar hasta un 51% de la microbiota
ruminal (Caldwell y Bryant, 1966) en animales alimentados con granos y/o
concentrados, pero esta bacteria no seria representativa del rumen en
animales alimentados con dietas alta en forrajes de poca calidad como el

rastrojo de maiz.

Otro bioensayo propuesto es el uso de biorreactores. Uno de los
biorreactores mas conocidos que tratan de simular al rumen es el Rusitec
descrito por Czerkawski y Breckenridge, (1977). Es un biorreactor
cilindrico con cuatro compartimentos, cada uno con una capacidad de | L.
Existen otros reactores anaerobios como el UASB (reactor anaerobio de
flujo ascendente con lecho de lodos) que pueden proporcionar una
microbiota anaerobia que permitiria determinar el efecto probidtico de los
cultivos fingicos, como el de estimular el crecimiento microbiano. El
funcionamiento del reactor UASB se basa en la formacidn de un lecho en el
cual se encuentran rhicroorganismos asociados en granos y como
consecuencia el tiempo de residencia de los microorganismos dentro del
reactor tienen un tiempo prolongado (Lettinga y col., 1985). Sin embargo,

no se han desarrollado sistemas estables y especificos de tipo UASB para




obtener  microbiota de  origen ruminal con  actividad de
carboximetilcetulolitica para bioensayos in vitro. Este sistema sera
estudiado en esta tesis y su desarrollo sera uno de los aspectos

fundamentales de este trabajo.

3.2 EFECTOS DE LOS CULTIVOS FUNGICOS EN EL
RUMEN
Los principales efectos reportados por la adicion de cultivos flingicos son los

siguientes:

1) Estimulan el crecimiento de microorganismos ruminales.
2) Incrementan la digestibilidad de forrajes.
3) Influyen en la fermentacion ruminal.

4) Promueven una mayor produccion de leche.

Tabla 2 Efecto de los Cultivos Fangicos en los Microorganismos Ruminales

Zuitive rangico Microorganismo Autores
Estimulado
Significativamente

AO Bacterias celuloliticas Wiedmeier y col, (1987,
Sc Bacterias anaerobias Dawson y col., (1%30)
Ao Bacterias anaerobias Fondevila y col., (1990)
Ao Bacterias celuloliticas Newbold y col., (1951}
Sc Selenomonas ruminantlium Nisbet y Martin, (1951}
AQ Protozcarlios hyala vy cecl., {15%2)
2o Neocallimastix fronczalis Welch y Calza, {1993)
Sc* Bacterias anaerobias Newbold vy Wallace, (1993)
Sc Protozoarics Blata v col., (19%3)
Sct Bacterias gque utilizan
lactato Girad v col., {1993,
Vo) Selanomonas ruminancium Nisbet artin, igel
T Ruminocoozus sFlbus Vvarel y P4 : . L3od
5T Bacterias acetogyanicas Chaucheyras v Zol., 113335,

Ao: Aspergillus oryzae (Amaferm).

Sc: Saccharomyces cersvisiae.

Sc: Saccharomyvces cersvisiae NCY240,
ScT: Saccharomyces cerevisiae (Yea-Sacc).




Los cultivos fungicos estimulan el crecimiento de microorganismos
ruminales de manera no especifica (Tabla 2), ya que exXisten informes de un
efecto estimulativo en el crecimiento de diferentes tipos de poblaciones
(bacterias anaerobias totales, bacterias celuloliticas, bacterias que consumen

acido lactico, protozoarios y hongos), por la adicion de éstos aditivos.

Con la adicion de cultivos fungicos en la dieta de rumiantes se observa un
incremento en la digestibilidad de forrajes (Tabla 3) y los mejores resultados

se han obtenido en alimentos de baja calidad (Campos y Viniegra, 1994).

Tabla 3 Efecto de los Cultivos Fangicos en la Digestibilidad Ruminal

Cuizivo Fungico | Tipo de nutrimento | Autores
FaXe) Materia seca Van Horn y col., (1984).
Aoy 5S¢t Hemicelulosa
Proteina cruda Wiedmeier y col., (1987).
Ao, Th y Ps Materia seca Tapita y Zol., [1983).
Ao Materia seca Gomez-Alarcon y col., {1990, .
Ao v An Materia seca
BFroceina cruda Campos vy col., (15890},
Ro Materia seca Ayala v col., (1%92).
Ys Materlia seca Sommart y col., (1993).
Sc Fibra Plata y col., (1983).

Ao: Aspergillus cryzae
Sc: Sacchareomyces cerevisiae
Sc': Saccharomyces cerevisiae (Yea-Sacc)

El incremento de la digestibilidad de nutrimentos por adicion de cultivos
fungicos, en dietas con alto contenido de forrajes, podria deberse
principalmente al incremento de bacterias celuloliticas y hongos anaerobios
(Tabla 2) y/o al contenido de enzimas hidroliticas (Varel y col., 1993) y en
las dietas con alto contenido de concentrados se podria deber a la
estimulacion de bacterias que consumen el lactato como Selenomonas

ruminantium (Tabla 2) ya que estas bacterias evitarian la aciddsis.
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Los investigadores han esperado que al ver una mayor digestion de forrajes
deberia existir un incremento en los acidos grasos volatiles (acético,
propionico v butirico) y una disminucion de amoniaco, pero los resultados
han sido muy diversos y en la mayoria no se indican cambios significativos

asociados a la adicion de cultivos fiingicos (Campos v Viniegra, 1994),

Algunos autores no han encontrado efectos en la digestién ruminal por la
adicion de materiales fingicos (Arambel y col., 1987; Finkins y col., 1990,
Frumholtz y col., 1989); incluso otros han encontrado efectos negativos
(Martin y Nisbet, 1990). Estos resultados se les podria atribuir a la influencia
que tienen las interacciones dieta-probiotico como han comentado Dawson,
(1993) y Campos y col., (1997). Es decir, para que haya un efecto en la
digestion ruminal aparentemente se requiere que la dieta sea deficiente en
factores nutricios (Plata y col.,, 1993) o este excedida en niveles de

carbohidratos de facil asimilacion (Fondevila y col., 1990).

En resumen: Se ha documentado con numerosos experimentos que la
adicidon de biomasa o de extractos de cultivos fungicos (hongos y levaduras)
incrementan la produccion animal (Huber, 1988) muy por encima de lo
esperado por la cantidad de material digerible afiadido. Sin embargo no se ha
logrado demostrar contundentemente a que se debe el efecto de mejorar la
digestion ruminal. Esto puede deberse a un efecto de metabolitos que actuan
sobre los microorganismos ruminales (Nisbet y Martin, 1993) o un efecto

enzimatico (Varel y col., 1993).

En un estudio previo (Campos y col., 1991}, no se encontroé correlacion entre

las actividades enzimaticas (celulasas, amilasas, proteasas y lipasas) de los



cultivos fungicos y el efecto de incrementar de digestibilidad en piensos muy
diversos (fibrosos, amildceos, proteinicos y grasos). Por lo tanto, se ha
formulado la hipotesis contraria: El efecto mejorar la digestién ruminal se
debe a matabolitos como: vitaminas, aminoacidos y acidos orgéanicos
(Callaway y Martin, 1997) presentes en los extractos de la biomasa, v estos
compuestos pueden ser concentrados y procesados como aditivos para

enriquecer los alimentos de los vacunos.

3.3 CARACTERISTICAS DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS
CONTENIDOS EN LOS CULTIVOS FUNGICOS CON
EFECTOS EN LA DIGESTION RUMINAL

Existen pocos reportes sobre las caracteristicas fisicoquimicas de los
componentes activos de los cultivos fungicos que incrementan la digestion

ruminal.

Nisbet y Martin, (1991 y 1993) observaron que los principios activos de
Aspergillus oryzae 'y Saccharomyces cerevisiae que estimulaban el
crecimiento de bacteria ruminal Selenomonas ruminantium eran
hidrosolubles y que podrian ser acidos como el malico y el fumarico.
Ademds otros autores encontraron que los componentes activos de
Saccharomyces cerevisiae 'y Aspergillus oryzae que estimulaban el
crecimiento de bacterias anaerobias eran termolabiles a 120°C (Dawson vy

col., (1990) y Newbold y col., (1991) respectivamente).

Newbold y col., (1991) reportaron que la viabilidad de Aspergilius oryzae no

influia en su efecto de estimular el crecimiento de las bacterias anaerobias en
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un biorreactor que simulaba el rumen, ya que los extractos sometidos a rayos

gamma conservaban su efecto.

En un estudio previo (Campos, 1991) se demostrd que una muestra cruda de
Aspergillus niger crecido en pulpa de café tuvo un efecto probiotico por
incrementar la digestibilidad in situ del rastrojo de maiz, indicando que los
componentes activos eran hidrosolubles y termolabiles a 120°C. Por lo tanto
se justifica la necesidad de caracterizar al material hidrosoluble de los
cultivos flngicos que es el responsable de estimular el crecimiento de las

bacterias ruminales con actividad celulolitica.

3.4 CARACTERIZACION Y FRACCIONAMIENTO DE LOS
PRINCIPIOS ACTIVOS CONTENIDOS EN LOS
CULTIVOS FUNGICOS

En la actualidad no se han reportado cuales son los compuestos activos que
contienen los cultivos flngicos que son responsables del efecto probiotico
asociado al crecimiento de los microorganismos anaerobios. Por ello en la
literatura cientifica del tema se habla de mezclas de biomasa microbiana,
enzimas, vitaminas, minerales y otros nutrientes no especificos (Huber,

1988) 0 de microorganismos viables (Fuller, 1989).

La identificacion de los compuestos activos contenidos en los cultivos
fingicos se inicid con una caracterizacion del material crudo, determinando
el efecto de la temperatura y el pH en los compuestos activos.
Posteriormente se fracciond por ultrafiltracion y por cromatografia de

exclusion molecular. Por ultimo a las fracciones activas se analizé por medio



de un espectro infrarrojo.

3.4.1 Efecto de la temperatura en la actividad biologica de compuestos
organicos

La mayoria de los compuestos orgdnicos de baio peso molecular pueden
cambiar de estado fisico conservando su estructura y actividad quimica
(ejemplo: acidos carboxilicos y aminoécidos). Las vitaminas como la
tiamina, niacina, biotina, p-aminobenzoico y cianocabalamina son muy
estables al calor (Maynard y col., 1987). Por lo que, su actividad bioldgica
no se ve afectada por un tratamiento con temperaturas entre 50 y 120°C. En
cambio, las proteinas y dcidos nucleicos pierden su estructura terciaria y/o
cuaternaria y con ello su actividad bioldgica, cuando son calentados a
temperaturas entre 60 y 120°C. Las enzimas celuloliticas de cultivos
fungicos como Trichoderma, Fusarium y Aspergillus pierden su actividad
con temperaturas mayores a 80°C y su temperatura optima de actividad es
cercana a los 55°C (Haigler y Weimer, 1991), pero, existen enzimas

celuldliticas termoestables a 106°C (Bok-Jin-Duck y col., 1998).

3.4.2 Efecto del pH

La solubilidad en el agua de diferentes compuestos se ve influenciado por el
pH y es indicativo de la polaridad de una molécula, porque la solubilidad en
clerto solvente depende de la capacidad de estos compuestos para tener

interacciones con dicho solvente (Shriner v col., 1985).

Las vitaminas del tipo “B” como la tiamina, niacina, piridoxina, piridoxal,
biotina, p-aminobenzoico son solubles en agua sin importar el pH, mientras

el acido folico es inestable en pH acidos, mientras la rivoflavina es mas



soluble en pH bésicos (Maynard y col., 1987).

Las celulasas producidas por hongos filamentosos como: Trichoderma,
Fusarium y Aspergillus son menos solubles en medios con pH cercanos a

4, ya que su punto isoléctrico por lo general, es de 4.5 (Haigler y Weimer,
1991).

3.4.3 Intervalo del Peso Molecular

Los compuestos organicos solubles en agua que podrian tener actividad
probiodtica se podrian dividir en forma gruesa en macromoléculas como
polisacaridos y proteinas con masa superior a 30 kDa y oligémeros de tipo
peptidico y mondmeros como: acidos carboxilicos, aminoécidos v vitaminas
del tipo “B” con masa menor a 30 kDA (Legaz y Coérdoba, 1993). Esta
division estd basada en el hecho de proteinas con actividad biolégica no
pasan por poros de una membrana de celofan. Sin embargo desde el punto
de vista de la fisiologia microbiana, la membrana celular sélo es permeable a
COMpUEstoS menores a unos cuahtos Da. y por ello requieren de enzimas

hidroliticas para alimentarse de polimeros o de oligdmeros con masa mayor

al kDa.

3.4.4 Cromatografia de Exclusion Molecular

Se basa en el tamafio o forma molecular de las especies de la muestra. Se
efectia en una columna, donde el relleno consiste en pequeiiisimas
particulas 10 um de diametro, de silice o de polimeros que forman una red
de poros uniformes a través de la cual pueden difundir las moléculas de
soluto y de disolvente. (Laurent y Killander, 1964). Existen diferentes

tamices, dependiendo del intervalo de peso molecular que se quiera separar.
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Por lo que es importante conocer en que intervalo de peso molecular se

encuentra el compuesto a analizar.

Por lo general para detectar los compuestos organicos se utiliza la
espectroscopia ultravioleta, ya que el 65% de los compuestos absorben a 254
nm y es apto para sustancias como acidos carboxilicos, aminoacidos y
vitaminas del tipo “B” que tienen uno o mas dobles enlaces. Es importante
recalcar que esta deteccion no aporta informacion sobre la estructura (Legaz

y Cordoba, 1993).

L.as celulasas de hongos filamentosos como Trichoderma, Fusarium y
Aspergillus presentan pesos moleculares mayores de 30 kDa (Haigler y
Weimer, 1991). Los factores de crecimiento de tipo peptidico tienen pesos
moleculares entre 30 y 1 kDa (McKay y Leigh, 1993). Las vitaminas del tipo
“B”, aminoacidos y acidos carboxilicos tienen pesos moleculares menores a

1 kDa (Morrison y Boyd, 1990).
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3.5 PROPUESTA METODOLOGICA

3.5.1 Desarrollo del bioensayo

Se monté un bioensayo utilizando un biorreactor tipo (Upflow Anaerobic
Studge Blanket) UASB (Lettinga y col., 1985). El reactor se inocul$ con
liquido ruminal de un bovino y su influente fue un medio de cultivo que
tuvo como tunica fuente de carbono a la carboximetilcelulosa. Del efluente
se obtuvo un cultivo mixto de bacterias anaerobias celuloliticas de origen
ruminal. Cuando el reactor estuvo en fase estacionaria se usd su efluente
como fuente de microorganismos para realizar bioensayos in vitro en
cultivos en lote. El efecto probidtico de promover el crecimiento
microbiano se determiné al cuantificar en el bioensayo la producccidn de

proteina, actividad de carboximetilcelulolitica y acetato.

3.5.2. Caracterizacion de los componentes activos

Para caracterizar los componentes probidticos contenidos en los cultivos
fangicos se utilizé el nuevo bioensayo in vitro. Primero se determinaré la
estabilidad térmica de los compuestos activos contenido en los extractos
fangicos al calentarlos diferentes temperaturas (60, 90 y 120°C).
Posteriormente se observé la influencia del pH (4 y 10) en la estabilidad

de los compuestos activos que promueven el crecimiento en el bioensayo.

3.5.3 Fraccionamiento de los componentes activos

Primero se realizé una ultrafiltracién con cortes de 300 y 30 kDa para
conocer el intervalo de peso molecular se encontraban los componentes
activos contenidos en los cultivos fingicos. Posteriormente conociendo el

intervalo de peso molecular donde se encuentran los componentes activos.
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Se escogié el tamiz a utilizar para estimar el peso molecular de las
fracciones que tengan un efecto positivo en el bioensayo, para proceder a

Su caracterizacién por espectroscopia infrarroja.
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4.0 OBJETIVO DE LA TESIS

Caracterizar y fraccionar los componentes probidticos de los extractos de
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus orvzae y Aspergillus niger que
pueden mejorar la digestion ruminal. Esto en un nuevo bioensayo in vitro
con un cultivo mixto de bacterias anaerobias con actividad de
carboximetilcelulolitica de origen ruminal obtenidas en un biorreactor de

digestion anaerobia.
4.1 Metas

4.1.1. Disefiar y montar un bioensayo con un cultivo mixto de bacterias
anaerobias con actividad carboximetilcelulolitica de origen ruminal crecidos
en un biorreactor anaerobio continuo para detectar efectos que puedan

mejorar la digestion ruminal.

4.1.2. Caracterizar los componentes activos contenidos en los cultivos
fingicos determinando: la estabilidad a diferentes temperaturas y a

diferentes pH.

4.1.3 Fraccionar los extractos de los cultivos fungicos por ultrafiltracion para
determinar el intervalo aproximado de su peso molecular y posteriormente
por cromatografias de exclusion molecular estimar el peso molecular de las

fracciones con efectos positivos en el bioensayo

4.1.4 Analizar las fracciones obtenidas en las cromatografias de exclusion
molecular con efectos positivos en el bioensayo mediante un espectro

infrarrojo.
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5.1 Materiales

5.1.1 Cultivos Fungicos

Yea-Sacc es un producto comercial, el cual tiene como base 55 x 10%g de
levaduras de Saccharomyces cerevisiae (Ys), 34 U/g de amilasa e invertasa
y metabolitos solubles como vitaminas (tiamina, rivotflavina, niacina, acido
folico, colina). Este aditivo es producido por Alltech en EUA .

Amaferm es otro producto comercial que contiene extractos de
fermentaciones de Aspergillus orvzae (Ao} y contiene 130 U/g de celulasas
y 586 U/g de amilasas, y es producido por BioZyme Enterprises en EUA .
Un producto de fermentacion sélida que fue producido por la planta de
fermentaciones de la Universidad Autonoma Metropolitana-1ztapalapa. Se
obtuvo a partir de un cultivo de Aspergillus niger (An) crecido sobre pulpa
de café. Este producto demostro tener efecto al incrementar la
digestibilidad del rastrojo de maiz en ensayos in situ en vacas Holstein

como lo reportaron Campos y col., (1990) y contiene 150 U/g de celulasas.

5.1.2 Extractos Fuangicos

Se tomaron 10 g en base seca del cultivo fungico (Ao, Any Ys).

Se mezclaron en 100 mL de agua desionizada durante una hora.

Se filtraron en papel Whatman No. 5.

Se esterilizaron a través de una membrana Millipore con un poro de 0.45

L.

5.2 METODOLOGIA
5.2.1 Montaje de un Bioensayo in vitro con un Cultivo Mixto

5.2.1.0 Arranque del Reactor

Se utilizé un reactor cilindrico de 43.5 cm de alto, 9.4 cm de diametro y
con un volumen de operacion de 2.5 L.

Se inoculd con 500 mL de liquido ruminal de una vaca Holstein fistulada



con un peso de 450 Kg, no prefiada y no lactante.

La vaca fue alimentada con una dieta de (60:30:10) de forraje, ensilado de
maiz y concentrado, respectivamente, dos veces al dia a la misma hora.

El liquido ruminal fue tomado 3.5 horas después de la alimentacion de la
manana, extrayendo de la parte intermedia del rumen y transportado en un
termo totalmente lleno para inocular inmediatamente el biorreactor.

El reactor después de ser inoculado se puso en un régimen de lote por 3
dias para que posteriormente pasarlo a un cultivo continuo con un flujo de
6 mL/dia por 3 semanas y finalmente se incrementd el flujo hasta 550
ml./dia.

El influente de biorreactor tuvo los mismos nutrientes que el bioensayo que
se encuentran en la pag. 25.

El seguimiento de los siete primeros meses fue con densidad optica
(medicion a 600 nm), los siguientes 6 meses se determind densidad Optica,
proteina (Lowry y col., 1951}, actividad de carboximetilcelulolitica (Miller,

1959), acetato (Gomez y Coronado, 1983) y pH (medicion directa).

Inoculo para los bioensayos
Se utilizo el efluente del biorreactor descrito anteriormente en su estado

estacionario como la fuente de inoculo de los bioensayos microbianos.

5.2.1.1 Bioensayo Microbiano
¢ Se utilizaron cultivos anaerobios en {ote.
¢ Las botellas seroldgicas tuvieron un volumen nominal de 60 mL.

e (Cada botella contenia 25 mL de un medio con base de sales minerales y

carboximetilcelulosa que es descrito posteriormente.

e A cada botella se inoculo con 1 mL del efluente del biorreactor UASB el

cual contenia a los microorganismos anaerobios, en sustitucion del liquido

)
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ruminal.

¢ Se incubo a una temperatura de 399 C.

e A cada botella se le adiciono el extracto del cultivo fungico a una dosis
(2%(V/V)).

¢ En cada corrida se tuvieron cultivos microbianos testigos (sin la adicion del

aditivo fungico).

El crecimiento microbiano fue determinado por densidad optica (600 nm)

contra un blanco sin inocular.

5.2.1.2 Medio de cultivo
El medio contenia los siguientes nutrientes (mg/L):
e NazHPO4 600.

o KCI, 580.

e MgSOy4-7H20, 100.

o CaCly, 64.

e (NH4)2S04, 480.

e NaHCOg3, 4000.

e Resarzurina, 1.

¢ Peptona de caseina, 100.

e Extracto de levadura, 100.

¢ Carboximetilcelulosa, 6000.

Todos los ingredientes fueron disueltos y esterilizados en el mismo matraz,
excepto la carboximetilcelulosa, la cual se disolvid separadamente y se agrego
para tener una concentracion final de 6 g/L. El medio se ajustd a un pH de 6.8

con HCI.

I
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5.2.1.3 Cuantificacion de las Variables de Respuesta (proteina, actividad

de carboximetilcelulolitica y acetato)

La cuantificacion de los parametros de respuesta se realizo en muestras con
24 horas de fermentacion.

Se agitaron las botellas que contenian los cultivos microbianos con un
vortex por 30 segundos.

Se tomo una alicuota de 4 mL.

Se centrifugd 5000 rpm por 20 minutos.

A los precipitados resuspendidos con 2 mL de agua destilada se le
determiné el contenido proteico de la biomasa por el método de Lowry vy
col,, (1951).

En los sobrenadantes se determind la produccion de acetato por la técnica
propuesta por Goémez y Coronado, (1983) y se cuantificd la actividad de
carboximetilcelulolitica mediante la medicién de azicares reductores
corrigiendo el contenido de los carbohidratos iniciales con un testigo
(Miller, 1959).

El pH se evalud por medicion directa.

5.2.2 Caracterizacion y Fraccionamiento de Cultivos Fingicos

5.2.2.1 Efecto de la temperatura

Los tratamientos consistieron en calentar los extractos fungicos a 60, 90 y
1200C por 15 minutos.

Se determino la actividad residual en el bioensayo microbiano.

Se utilizaron dos testigos; uno con extracto sin calentar y el otro sin

extracto.

5.2.2.2 Efecto dei pH

Se utilizo el mismo procedimiento que los extractos fungicos, pero, en vez

de agua desionizada se utilizaron dos amortiguadores diferentes: acetato y




carbonato con pH de 4 y 10 respectivamente.

* Se prob¢ cada extracto en ¢l bioensayo microbiano.

* Se empled un testigo sin la adicion de extracto fiingico.

5.2.2.3 Fraccionamiento por ultrafiltracion

* Se filtraron 5 mL de los extractos fiingicos a través de filtros Millipore
ultrafree-PFL para pesos moleculares nominales de 300 kDa y 30 kDa.

* Cada filtracion fue probada en el bioensayo microbiano.

* Se emplearon dos testigos; uno con el extracto crudo y el otro sin extracto.

3.2.2.4 Cromatografia de Exclusién Molecular (Sephadex G-50)

* Se utilizaron extractos fungicos ultrafiltrados (<30 KD).

e Se empled una columna de 1.6 x 75 cm.

* Se equilibré con un amortiguador de 0.1 M de fosfatos pH de 7.

¢ El flujo fue de 15 mL/h.

¢ El volumen colectado fue de 5 mL.

*» Las fracciones se analizaron por espectrofotometria ultravioleta .a 254 nm.

» Cada pico fue probado en el bioensayo microbiano.

La curva de calibracién para estimar el peso molecular fue realizada con los

siguientes marcadores: azul de dextrano (2x100), anhidrasa carbénica

(29000}, citocromo “C” (12400) y apronitrin (6500), corridos a las

condiciones antes mencionadas.

Bioensayo de las fracciones que representaban picos obtenidos en

Cromatografias de Exclu&ién Molecular

* Se utilizaron maximos obtenidos de cultivos fungicos (Ys, Ao, y An) de
diferentes columnas de exclusion molecular.

* Se probo cada pico en el bioensayo del cultivo mixto.

» Se emplearon dos testigos; uno con el extracto crudo y el otro sin extracto.
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3.2.2.5 Cromatografia de Exclusion Molecular (Sephadex G 25-80)

¢ Se utilizo extracto de Ys

* Se empled un equipo Biologic Chromotography System marca Bio-Rad.
* Se equilibré con un amortiguador de 0.1 M de fosfatos pH de 7.

e El flujo fue de 0.7 mL/mi.

¢ El volumen colectado fue de 3.5 mL.

* Las fracciones se analizaron por espectrofotometria ultravioleta a 254 nm.

¢ A cada pico se le determinéd proteiﬁa (Bradford, 1976), azucares totales
(Trevelyan y Harrison, 1952) y actividad proteolitica (Dosoretz y col,
1990).

* Se calibro la columna con los siguientes marcadores: azul de dextrano
(2x100) y rojo de congo (686.7) corridos a las condiciones antes
menctonadas.

5.2.2.6 . Espectro Infrarrojo

« Se evaporaron a 60°C las fracciones que representaban picos con actividad
positiva en el bioensayo.

« Se mezclaron los solidos obtenidos con bromuro de potasio.

« Se produjeron pastillas y se realizaron barridos de 4400 a 500 cm™.

« Se graficaron y se compararon contra curvas patron.

3.3 Estadistica

Se llevo a cabo un analisis estadistico para el montaje del bioensayo con el

cultivo mixto y los estudios de termoestabilidad, efecto del pH,

fraccionamiento por ultrafiltracion y exclusién molecular. El disefio
experimental fue un bloque aleatorio. Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado (n=3). Se analizaron los resultados por analisis de varianza con una
significancia de (P<.05). Cuando se compararon medias se utilizo la prueba de

Duncan’s (Steel y Torrie, 1960).
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6.0 Bioensayo in vitro Para Determinar Efectos Probidticos

Usando un Cultive Mixto

En este trabajo se desarrolld un bioensayo utilizando como inoculo los
microorganismos contenidos en el efluente de un reactor anaerobio. El

biorreactor empezo operar a partir del liquido ruminal de una vaca Holstein.

6.0.1Biorreactor

En la Figura 1 se muestra el seguimiento del biorreactor por densidad dptica
desde su inoculacion hasta 410 dias de operacidon. Se observa que en los
primeros 60 dias los microorganismos ruminales se adaptaron a las nuevas
condiciones, seguido de una seleccion del consorcio microbiano capaz de
utilizar la carboximetilcelulosa como fuente de carbono. En los siguientes
170 dias se observo un estado de transicion con un coeficiente de variacion
en la densidad optica cercano al 30 % y por ultimo un estado mas estable a

partir de los 225 dias con un coeficiente de variacion del 16.5%.
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Figura 1 Seguimiento del biorreactor por densidad éptica a 600 nm.



Desde que el biorreactor formo su lodo granular y empez6 a operar en estado
estacionario (225 dias) se evaluaron en forma diaria los parametros
mostrados en Tabla 4. No se observaron diferencias significativas (P>.05)
entre valores de los parametros analizados en este periodo (Tabla 4) que
estuvieron cerca de: 0.17 en densidad dptica, 60 mg/L de proteina, 186 UI/L
de celulasas, 37.5 pumol de acetato y un pH de 6.7. Después de 410 dias, el

biorreactor se mantuvo entre 0.15 y 0.2 de densidad optica.

Tabla 4. Monitoreo del biorreactor en forma intensiva por 6 meses

Parametros Meses

7 8 9 10 11 12
D. O. 0.167+£0.04 | 0.170£0.01 ] 0.190+0.03 | 0.18820.01 | 0.159+0.02 0.163+0.2
Proteina (mg/L) 53.7+7.2 59.2£5.3 60.1+4.5 66.3+6.9 52.244.2 68.2+6.1
Celulasas (UI/L) 17512 180+15 197+16 17949 198+18 189+11
Acctato (umol/Ly | 37.3x4.5 40.4+3.7 36.1£3.2 33.2+5.9 39.4%4d.1 38.6+4.8
pH 6.640.5 6.53+0.4 6.23+0.3 6.9540.6 6.84+0.3 6.91£0.7

D.O. = Densidad éptica.

Se concluye que se puede montar un biorreactor, mantenerlo en estado
estacionario y proporcionar bacterias anaerobios celuloliticas de origen

ruminal en forma constante para poder determinar efectos probioticos.

6.0.2 Bioensayo

El efluente del biorreactor en estado estacionario se utilizdé como fuente de

microorganismos anaerobios celuloliticos para el bioensayo.

Los resultados sobre el efecto de la adicion de extractos fungicos
(Saccharomyces cerevisiae (Ys), Aspergillus oryzae (Ao) y Aspergillus

niger (An)) en una cinética de crecimiento del cultivo mixto de bacterias




anaerobias celuloliticas con respecto al cultivo control sin extracto (To) se
muestran en la Figura 2. Se encontraron diferencias significativas (P<.05) en
densidad optica entre los tratamientos con extractos de Ys, Ao v Any
el control sin extracto (To) (Anexo |). Ademas se observa que el mayor

crecimiento en todos los cultivos fue a las 24 horas.
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Figura 2 Efecto de la adicidon de extractos fiingicos (Ys, Ao y An) en el crecimiento del cultivo mixto
de bacterias anaerobias celuloliticas en botellas serologicas, monitoreadas por densidad optica (600
nm), con respecto al control sin extracto (To)

Los resultados en el nivel de proteina, actividad de carboximetlcelulolitica
(CMCica) y de acetato en los diferentes tratamientos a las 24 horas se
muestran en la Tabla 5. Los resultados en la produccion de proteina
concuerdan con lo observado en densidad oOptica, pues sus valores se
ordenan como sigue: Ys>Ao>An>To. El efecto de los extractos fungicos en
los niveles de actividad de CMCica y de acetato fue igual a los de proteina
(Tabla 3), en la secuencia ordenada de los valores (Ys>Ao>An>To). Estas
observaciones soportan la presencia de bacterias anaerobias con actividad
carboximetilceluloliticas (CMCica) de origen ruminal que fueron

estimuladas en su crecimiento por la adicion de extractos fungicos.



Los analisis de varianza indicaron que para los niveles observados en
proteina, actividad de CMCica y acetato existieron diferencias significativas
(P<.05) entre los tratamientos con extractos (Ys, Ao y An), y el control sin
extracto (T0), aunque no fueron estadisticamente distintos (P>.05) entre los
tratamientos con extractos flingicos (Ys, Ao v An) (Anexo 1). Estos
resultados son parecidos a los reportados por Newbold y col., (1991) con el
biorreactor llamado Rusitec, en los cuales la adicion de Ao incrementaba la
poblacion de bacterias celuloliticas. No se observaron diferencias
significativas en los valores de pH (P>.05) entre los tratamientos asociados a

la adicion de los extractos fungicos (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto de los cultivos fingicos (Ys, Ao y An) en la produccion de proteina,
actividad CMCica, acetato y pH en el cultivo mixto de bacterias anaerobias con respecto al
control (sin extracto) a las 24 h de cultivo.

Proteina CMClica Acetato pH
Tratamiento mg/L UI/L umol/L
To 59 8+2.0° 364+6.1° 10.7+0.9° 7.320.4
Ys 72.342.1° 440+4.4° 16.9+0.8° 7.0£0.4
Ao 70.242.3° 410+6.6° 14.2+0.9° 7.1£0.5
An 68.9+1.8° 400+4.4° 13.4+1.0° 7.2+0.4

CMCica= Actividad de carboximetilcelulolitica.
T = Tratamiento sin la adicidn de extracto fangico.
El

scharomyces cerevisiae.

Y5 = 5

AQ = Aspergillus oryzae.

An = Aspesrgillus niger.

% Los tratamientos en la misma columna c-n diferente superindice
difizren (p<.05).

La actividad especifica carboximetilcelulolitica no fue alterada por la
adicion de los cultivos fingicos, lo que descarta que el mayor crecimiento
del cultivo mixto se deba a un efecto masico. Hiltner y Dehority, (1983)
reportaron que la adicidn de carbohidratos solubles es inversamente
proporcional a la actividad celuldlitica. Ademas Nam-Joo-Heon y col,

(1998) encontraron que la actividad celulolitica de Trichoderma reesei




decrece hasta en un 50% cuando se le adiciona glucosa (efecto masico). Es
decir, si el efecto del mavor crecimiento del cultivo mixto se debiera a una
adicion de carbohidratos solubles (factor masico) la actividad especifica de
la carboximetilcelulolitica disminuiria. Los resultados encontrados en este
trabajo concuerdan con los reportados por Jouany y col., (1998), en los
cuales extractos de Ys incrementaron la actividad carboximetilcelulolitica en
bioensayos in siti en el rumen de borregos, que descarta la idea que el efecto

de los cultivos fungicos en el rumen se deba a un factor masico.

Estos resultados sugieren que la mayor actividad de carboximetilcelulolitica
por la adicion de Ys se deba a metabolitos contenidos en los extractos
fingicos que estimulan el crecimiento de las bacterias celuloliticas, ya que
Ys no contiene enzimas celuloliticas. Ademads, es poco probable que el
efecto por la adicion de Ys en el bioensayo se deba a vitaminas debido al
que el medio de cultivo contiene extracto de levadura la cual proporciona las
mismas vitaminas que contiene Ys. Con Ao y An no se puede ser
concluyente con la hipdtesis que el efecto en el bioensayo se deba a
metabolitos, ya que estos extractos si contienen enzimas celuldliticas (Ortiz

v col., 1995).

Este trabajo también descarta la hipotesis de Wallace, (1994) la cual sugiere
que el efecto de Ys en el rumen se debe a que la levadura crece en el rumen
consumiendo oxigeno y de esta forma estimulando a los microorganismos
anaerobios, ya que los extractos tlngicos usados en este trabajo fueron
esterilizados al atravesar poros de 45 pum. En otras palabras, los extractos
fingicos usados en este estudio no contenian microorganismos viables, sino

solamente compuestos hidrosolubles como: enzimas, metabolitos 'y

-
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vitaminas. Ademds los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con
las conclusiones de investigadores como Nisbet y Martin (1991 y 1993) y
Campos y col., (1995), ya que los componentes activos de Ao, Ys y An que
estimulan el crecimiento de la bacteria ruminal Selenomonas ruminantium
eran también metabolitos hidrosolubles. Ademas, con este estudio se
confirma que los compones hidrosolubles contenidos en los probidticos de
tipo fungico Ys, Ao y An estimulan bacterias ruminales en forma
inespecifica. Su efecto se observd tanto en un cuitivo mixto de bacterias
anaerobias celuloliticas representativas de un bovino alimentado con una
dieta alta en fibra evaluado en este trabajo, como en una bacteria ruminal
que consume lactato (Selenomonas ruminantium) representativa de un
bovino con una dieta rica en granos y concentrado evaluado por Nisbet y

Martin (1991 y 1993), y por Campos y col., (1995).

Es importante recalcar que este bioensayo se basa en el efecto de los cultivos
fingicos en las bacterias con actividad de carboximetilcelulolitica. Esta
actividad tiene un coeficiente de correlacion del 0.93 con la digestion de la
fibra detergente neutro en el rumen de bovinos (Bowman y Firkins, 1993).
Por lo tanto, los resultados obtenidos se pueden correlacionar con la

digestion ruminal.

Se concluye que la adicion de extractos fungicos (Ys, Ao y An) estimula el
crecimiento del cultivo mixto de bacterias anaerobias con actividad de
carboximetilcelulolitica en forma notoria en comparacién al control (sin
extracto) y los efectos de la adicién de extractos de Ys, Ao y An son muy

similares entre si.
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6.1 Caracterizacion y Fraccionamiento de los Probiodticos de los
Cultivos Fingicos

En esta parte del trabajo se determind la estabilidad de los componentes
probidticos a diferentes pH y a diferentes temperaturas, se fracciond por
ultrafiltracion, se estimé el peso molecular y se analizd por espectro

infrarrojo.

- 6.1.1 Determinacion de la Estabilidad de Componentes Activos de los

Cultivos Fingicos a Diferentes pH y Temperaturas

En estos experimentos se determind el efecto del 'p[-I y la temperatura en los
principales componentes probidticos. En algunos tratamientos los extractos
fungicos se calentaron a temperaturas de 120°C para confirmar o rechazar la
hipdtesis que el principal componente de los extractos fingicos sean las

enzimas microbianas.

Como se observa en la Figura 3 la extraccion a diferentes pH (4, y 10) de los
compuestos probioticos contenidos en Ys y el calentamiento del extracto Ys
a diferentes temperaturas {60, 90 y 120°C) no tuvo efecto en los compuestos
activos que incrementan la produccién de proteina, actividad de
carboximetilcelulolitica (CMCica) y acetato en el bioensayo. En el analisis
de varianza no se detecto efecto significativo (P>.05) entre los extractos
fungicos tratados a diferentes pH, ni entre los extractos calentados a
diferentes temperaturas en la produccion de proteina, actividad CMCica y
producciéon de acetato en el bioensayo, pero se detectaron diferencias
significativas (P<0.05) entre los tratamientos con extracto de Ys y ¢l control

sin extracto de Ys (Anexo 1).
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Figura 3. Efecto del pH y la temperatura en los componentes activos de Ys que tienen el
efecto de incrementar la produccion de proteina, actividad de carboximetilcelulolitica y
acetato en el cultivo mixto de bacterias anaerobias celuloliticas con respecto al testigo (sin
extracto).

Como se aprecia en la Figura 4 ni el pH, ni la temperatura afectaron la
capacidad de los extractos de Ao de incrementar la produccion de proteina,
actividad de CMCica y acetato en e bioensayo. Sin embargo se observa que
en proteina y en actividad carboximetilcelulolitica el aumento de
temperatura es inversamente proporcional al incremento de ambos
parametros (Figura 4), E! andlisis de varianza no mostré efectos
significativos (P>.05) por el calentamiento a diferentes temperaturas del
extracto Ao (Anexo 1), pero se encontraron diferencias significativas
(P<0.01) entre los tratamientos con extractos de Ao y el testigo sin extracto

(Anexo 1).
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Figura 4. Efecto del pH y la temperatura en los componentes activos de Ao que tienen el
efecto de incrementar la producciéon de proteina, actividad de carboximetilcelulolitica y
acetato en el cultivo mixto de bacterias anaerobias celuloliticas con respecto al testigo (sin
extracto).

En los experimentos con An (Figura $) se encontraron resultados similares a
los que se obtuvieron con Ys y Ao (Figura 3 y 4 respectivamente). El
analisis de varianza indico diferencias (P<0.05) entre los tratamientos con
extracto fungico y el testigo sin extracto (Anexo 1). No fue el caso para los
tratamientos a diferentes pH (4 y 10), ni entre los tratamientos a diferentes
temperaturas, donde no existi¢ efecto (P>0.05) por dichos tratamientos en la
capacidad de incrementar la produccion de proteina, actividad de CMCica y

acetato en el bioensayo.
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Figura 5. Efecto del pH y la temperatura en los componentes activos de An que tienen el
efecto de incrementar la produccion de proteina, actividad de carboximetilcelulolitica y
acetato en el cultivo mixto de bacterias anaerobias celuloliticas con respecto al testigo (sin
extracto).

El pH (4 y 10) no tuvo efecto en los compuestos probidticos en terminos de
su capacidad de estimular el crecimiento de las bacterias anaerobias con
actividad de CMCica en el bioensayo (Figuras 3, 4 y 5). Estos resultados
sugieren que podrian ser compuestos anfoteros como los aminoacidos o
compuestos polares de bajo peso molecular (Shriner y col., 1985). Con estos
resultados se puede rechazar la idea de que sean vitaminas como acido folico
y rivoflavina, ya que la primera es inestable a pH acidos y la segunda es mas

soluble a pH basicos (Maynard y col., 1987).

El efecto de la temperatura en los componentes probioticos de este trabajo
(Figuras 3, 4 y 5) difieren a los reportados por Dawson y col., (1990),
Newbold v col., (1991) y Garcia y col., (1994), quienes observaron que los

materiales fungicos de Ys, Ao y An respectivamente, perdian su efecto



cuando eran calentados a 120°C. En contraparte, los resultados de Harper y
col., (1996) fueron similares a los de este trabajo y donde también se usaron
extractos de Ao calentados a 120°C para el hongo ruminal Neocallimastix
frontalis EBI88. Las diferencias pueden deberse a los primeros autores
calentaron productos secos, mientras que Harper y col,, (1996) y en este
trabajo se calentaron extractos. Yoo B. y Lee C., (1993); Calderon y col.,
(1994); Rajeshwara and Prakash, (1996) reportaron que compuestos en
solucion como sorbitol, carbohidratos y cosolventes (respectivamente)

interactiian con diferentes compuestos incrementado su termoestabilidad.

Por otra parte, los resultados en este experimento, confirman la hipétesis
formulada por Campos y col., (1991), donde sugieren que el principal
componente de los cultivos fungicos con efectos probidticos no eran las
enzimas. Esto debido a que ellos no encontraron correlacion entre las
enzimas hidroliticas (celulasas, amilasas, proteasas y lipasas) y el
incremento de la digestibilidad de materiales fibrosos, amilaceos, proteinicos

y grasos.

Estos resultados sugieren que los componentes activos son metabolitos
estables a temperaturas de 120°C y a pH de 4 y 10, como podrian ser algunas
vitaminas del tipo “B” (tiamina, niacina, piridoxina, piridoxal, biotina y p-
aminobenzoico), aminoacidos y acidos carboxilicos o factores de
crecimiento de tipo peptidico como lo sugieren Callaway y Martin, (1997) y
Harper v col., (1996) respectivamente. Para confirmar esta idea se procedio a

purificar por fraccionamiento a las muestras empleadas.




6.1.3 Fraccionamiento por ultrafiltracion de los Cultivos Fangicos

Una forma relativamente sencilla para fraccionar compuestos hidrosolubles
con actividad bioldgica es usar membranas de ultrafiltracion con diversos
grados de porosidad conocida y asi poder determinar el intervalo de peso

molecular en que se encuentra el compuesto con la actividad deseada.

En la Tabla 6 se muestran los resultados del extracto Ys y sus ultrafiltrados
pasédos por cortes de pesos moleculares de 300 y 30 kDa. El analisis de
varianza mostro diferencias significativas (P<.05) entre los tratamientos en
la produccion de proteina, actividad carboximetilcelulolitica (CMCica) y
acetato (Anexo 1). Los tratamientos con extracto o ultrafiltrado fungico
tuvieron un aumento en promedio del 13.6% en la estimulacion de la
produccion de proteina con respecto al control (Tabla 6). En la actividad de
carboximetilcelulolitica por el cultivo mixto se encontro que los
ultrafiltrados tuvieron mayor efecto que el extracto crudo, mientras que para
la estimulacion en la produccion de acetato, el efecto fue inverso, pues el

mayor incremento se presentd con el extracto crudo.

Tabla 6. Efecto de las fracciones de Ys a diferentes intervalos de pesos moleculares en la
produccion de proteina, actividad de CMCica v acetato en el cultivo mixto.

Tratamiento Proteina CMCica Acetato

{mg/L) (U/L) (umol/L)
Control 53.0:2.5° 300£15.4° 17.1£0.6
Extracto crudo 60.5£2.7° 342+19.7° 20.3+1.0°
Ultrafiltrado de 300 kDa 58.9+1.4° 355421.2° 19.840.9"
Ultrafiltrado de 30 kDa 61.3+3.8° 356+29.6° 19.6+1.3%

CMCica= Actividad de carboximetilcelulolitica.

Control= Tratamiento sin extracto.

Y] os tratamientos en la misma columna con diferentes superindice difieren significativamente
(P<.05) seghin la prueba de Duncan’s.




Los resultados de la ultrafiltracion de Ao se muestran en la Tabla 7. Se
observa que el ultrafiltrado pasado a través de la malla de 30 kDa resulto
tener la mayor produccidn de proteina, actividad de CMCica y acetato. El
analisis de varianza indicé diferencias significativas entre los tratamientos

con Aoy el control (Anexo 1).

Tabla 7. Efecto de las fracciones de Ao a diferentes intervalos de pesos moleculares en la
produccion de proteina, actividad CMCica vy acetato en el cultivo mixto.

Tratamiento Proteina CMCica Acetato

(mg/L) {UL/L) {umol/L)
Control 40.6%1.5 289:11 4" 11.7£0.8
Extracto ¢rude 48.5+1.7° 331+15.5° 15.3+1.1°
Ultrafiltrado de 300 kDa 47.520.8™ 342£10.6° 16.8£0.6°
Ultrafiltrado de 30 kDa 50.7+1.7¢ 356+9.6° 18.3+0.5

CMCica= Actividad de carboximetilcelulolitica.

Control= Tratamiento sin extracto.

a2 boe ¥y d | os tratamientos en la misma columna con diferentes superindice difieren
significativamente (P<.05) segln la prueba de Duncan’s.

Los resultados sobre An son similares a los extractos fungicos anteriores (Y's
y Ao) como se muestra en la Tabla 8. Existen diferencias significativas
(P<.05) entre los tratamientos con respecto al testigo sin extracto en los
niveles de proteina, actividad de carboximetilcelulolitica y acetato
(Anexo 1). Es decir, los principios activos que contiene el extracto de An

también pasaron a traveés del corte de 30 kDa.

Tabla 8. Efecto de las fracciones de An a diferentes intervalos de pesos moleculares en la
produccién de proteina, actividad CMCica y acetato en el cultivo mixto.

Tratamiento Proteina CMCica Acetato

(mg/L) (UI/L) (umol/L)
Control 54.7£1.0° 276:8.7 11.9%1.2°
Extracto crudo 60.3+1.6° 310£7.0° 16.6x1.1°
Ultrafiltrado de 300 kDa 50.9+2.1° 315+7.9% 17.2+1.4°
Ultrafiltrado de 30 kDa 60.6+2.0° 326:8.2° 18.220.5"

CMCica= Actividad de carboximetilcelulolitica.

Control= Tratamiento sin extracto.

a b ¥ ¢ os tratamientos en la misma columna con diferentes superindice difieren
significativamente (P<.05) segin la prueba de Duncan’s.




En este experimento se encontré que los componentes activos de los tres
cultivos fungicos que incrementan significativamente (P<.05) las actividades
microbianas (produccion de proteina, actividad CMCica y acetato) del
bioensayo en comparacion del testigo (sin la adicion de extracto o

ultrafiltrado) pasaban a través de ultrafiltros con corte de 30 kDa.

Estos resultados apoyan la hipotesis anterior que los componentes activos
obtenidos pueden ser compuestos simples como vitaminas del tipo “B”,
acidos carboxilicos y aminoacidos y/o oligdmeros de bajo peso molecular.
Ademas con estos experimentos se descarta en forma contundente que el
efecto probidtico de los extractos fiingicos sea debido a enzimas de tipo
fungico, debido que el peso molecular de estas enzimas es mayor de 30 kDa

(Haigler y Weimer, 1991).

Este analisis fue ampliado por medio de un estudio de cromatografia de
exclusion molecular para estimar el peso molecular de los componentes
activos contenidos en los extractos fungicos. Como los componentes activos
tuvieron pesus moleculares menores a 30 kDa se utilizo un gel de Sephadex

(5-30 para estimar pesos moleculares entre 1.5 y 30 kDa.

6.1.4 Cromatografia de exclusiéon molecular

En la Figura 6 se observan resultados de la cromatografia de exclusién
molecular (sephadex (G-50), en la cual los extractos de Ys y An presentaron
un solo maximo. Ysl representa el tnico maximo de Ys y su elucion fue a
los {41.4 £ 3.6 mL. Anl representa el Gnico maximo de An y su elucidn fue

alos 126. 4 £ 1.9 mL. Ao presento dos maximos, el primero Aol con una
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elucion a los 93.3 + 5.0 mL y el segundo maximo Ao2 con una elucion a fos
1423 + 4.6 mL.

« 1.5 .

Q .

c Lo

U |

£

o .

205 :

< :

0 - -
0 50 100 150 200 250
mL
—o—Ys —a— Ao — An

Figura 6. Cromatografia de exclusion molecular de extractos de Aspergillus  oryzae (Ao),
Saccharomyces cerevisine (Ys) v Aspergiflus niger (An) en una columna Sephadex G-50..

La curva patrén de la columna de exclusién molecular se muestra en la
Figura 7. La ecuacion encontrada para estimar los pesos moleculares fue Log

PM=-0.65 (V/Vo0)+5.3 con un coeficiente de correlacién de —0.94.
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Figura 7. Curva patrén de anhidrasa carbénica (PM 29,000), citocromo “C”(PM 12,400) y apronitrin
(PM 6,500). El volumen de elucién de los compuestos patrén (V) entre el volumen de elucion del azul
dextrano (Vo) con PM de 2000,000 que fue de 54.13 + 4.2 mL. En una columna de Sephadex G-50.
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La estimacion de los pesos moleculares de los picos obtenidos por las
cromatografias de exclusion molecular (Ysl, Aol, Ao2 y Anl) se observan
en la Tabla 9. El primer maximo de Ao (Aol) tuvo un peso molecular de
15.2kDa y el segundo maximo Ao2 tuvo un peso molecular similar al tnico
maximo de Ysl que fue cercano a 4 kDa. El tnico méximo de An (Anl)

tuvo un peso molecular mayor de Ao2 y Ysl, y fue de 6.1 kDa

Tabla 9. Estimacion de los pesos moleculares de los picos obtenidos en las cromatografias de
exclusion molecular

Pico (VIVo) Peso molecular
(kDa)

Ysi 2.6l 4.0 £ 0.45°

Aol 1.72 - 15.20 £2.39°

Aol 2.63 3.9+0.72°

Anl 2.33 6.1 +0.55¢

(V/Vo)= volumen de elucion del pico entre el volumen de elucién de azul de dextrano.
*"** Los tratamientos en la misma columna con diferente superindice difieren (p<.05).

Bioensayo

En la figura 8 se observan los efectos resultantes al incrementar la
produccion de proteina y la actividad de carboximetilcelulolitica (CMCica)
de los ultrafiltrados (PM< 30kDa) y las fracciones que representaban los
picos obtenidos en las cromatografias de exclusion molecular. Se observa
que el Unico pico que se obtuvo en Ysl (PM de 4 kDa) y Anl (PM de 6.1
kDa.) (Figura 6) y los ultrafiltrados de los tres cultivos fungicos (Ys, Aoy
An) tuvieron la capacidad de estimular la produccion de proteina y la
actividad de CMCica en el cultivo mixto. El pico representado como Ao2
con un peso molecular de 4 kDa también tuvo capacidad de estimular las
funciones microbianas de!l cultivo mixto, mientras el pico representado con
Aol con peso molecular de 15.2 kDa no se observd efecto de incrementar la
produccién de proteina y la actividad de CMCica en el bioensayo.
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Figura 8. Efecto de los ultrafiltradas (< 30 kDa) y los picos obtenidos por cromatografias de
exclusion melecular de Ys, Ao y An en el incremento en la produccién de proteina v de la
actividad de carboximetilcelulolitica en el cultivo mixto de bacterias anaerobias.

Es importante recalcar que las fracciones que representaban pesos
moleculares cercanos a 5 kDa (Ysl, Ao2 y Anl) tuvieron un efecto
significativo (P<0.05) en el cultivo de bacterias anaerobias con capacidad de
CMCica (Anexo 1). Ademas estas fracciones representan mas del 50 % de

efecto estimulador del ultrafiltrado con peso molecular menor a 30 kDa.

Con estos resultados se descartan que los principales compuestos activos
sean vitaminas de tipo “B”, 4cidos organicos y aminoacidos, ya que el peso
molecular de estos compuestos es menor 1 kDa (Shriner y col., 1985) y las
moleculas con efecto positivo en el bioensayo encontrados en este trabajo

tuvieron pesos moleculares cercanos a 5 kDa.
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Figura 9 Cromatografias de exclusion molecular en sephadex G 25-80 con intervalo de
exclusion de 1 a 5 kDA. con Ys.

Los resultados de la Figura 9 comprueban los resultados obtenidos en el
Sephadex G-30 (Figura 6) en los cuales se observa un solo pico bien
definido con el extracto de Ys (33. 6 mL). Aunque en la corrida 1, existid

una perturbacion a los 92.4 mL, no detectada en las corridas 2 y 3.

Los analisis bioquimicos mostraron que solamente en las fracciones 29.4,
33.6 v 37.8 mL, que corresponden al area del pico se le detectd proteina
(Anexo 1). ElI mayor contenido de proteina correspondio a la fraccion de
33.6 mL y fue de 2 mg/L. No se detectaron azucares totales ni actividad
proteolitica en todas las fracciones obtenidas en los cromatogramas (Anexo
1). A la perturbacion observada a los 92.4 mL en la corrida | no se le detectd
proteina, ni azucares. Por lo que se le puede atribuir a un problema de ruido

en la linea basal del cromatograma.
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Los resultados obtenidos en las cromatografias sugieren que los metabolitos
contenidos en los extractos fungicos (Ys, Ao, An) que estimulan en
crecimiento de las bacterias anaerobias con capacidad de CMCica son
compuestos con pesos moleculares cercanos a 5 kDa y de naturaleza
péptidica, ya que la fraccion activa de Ys tuvo reaccion positiva a proteina.
pero para confirmar esta hipotesis se procedio a determinar los grupos

funcionales de estas fracciones.

6.1.6 Analisis del espectro infrarrojo

Los espectros infrarrojos de las fracciones activas se muestran en el

Anexo 2.

Todas las fracciones Ysl, Ao2 y Anl mostraron tener los mismos grupos
funcionales (OH, NH, C=0 y H-N-H) en la region de 4400 a 1500 cm’, pero
en la region de la huella digital (1500 a 700 cm™) fueron diferentes. Estos
grupos funcionales son caracteristicos en factores de crecimiento de tipo

peptidico (McKay y Leigh, 1993).

Se puede concluir que los compuestos activos que contienen los extractos
fungicos que estimulan el crecimiento de bacterias anaerobias con actividad
de CMCica, la cual estd correlacionada con la digestion ruminal de fibra
detergente neutra son factores de crecimiento de tipo peptidico

termosestables, hidrosolubles y con pesos moleculares cercanos a 5 kDa.
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LLa hipotesis central de esta tesis fue que los agentes probidticos contenidos
en los cultivos fungicos que mejoran la digestion ruminal de forrajes de baja
calidad son metabolitos, termoestables e hidrosolubles que actian
estimulando el crecimiento de bacterias anaerobias celuloliticas y de esta

forma incrementando la produccion animal.

Esta hipotesis ha sido fortalecida por los siguientes hallazgos

experimentales:

I} Los extractos hidrosolubles de la biomasa de-Saccharcmyees cerevisiae,
Aspergillus orvzae y Aspergillus niger mostraron un efecto promotor del
crecimiento  de  bacterias  anaerobias con  actividad  de
carboximetilcelulolitica, segiin se demostro gracias al uso del bioensayo

con el cultivo mixto.

2) Esta accidn probiotica no fue eliminada por el calentamiento en himedo

por 120°C durante 15 minutos ni por cambios en el pH (4 y 10).

3) Los agentes probioticos pasaron a través membranas de ultrafiltracion

para moléculas menores a 30 kDa.

4) Los estudios de cromatografia de exclusidon molecular mostraron 3
fracciones activas con pesos moleculares cercanos a 5 kDa que son pesos
moleculares inferiores a las dimensiones mas comunes de la mayoria de
las moléculas enzimaticas (PM>10 kDa.). Cabe sefialar que la fraccion
soluble de 15 kDa detectada por UV en Sephadex G-50 fue inactiva ante

el bioensayo.
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5) La unica fraccion detectable con UV en la cromatografia con Sephadex
G 25-80 presentd una reaccion positiva al método de Bradford y negativa

a antrona. Tampoco tuvo actividad proteolitica detectable en el método

de Azocol.

6) El espectro infrarrojo de los principios activos contenidos en los extractos
fungicos (Ys, Ao y An) con pesos moleculares cercanos a 5 kDa mosird
que tuvieron grupos funcionales (OH, NH, C=0 y H-N-H) caracteristicos

de tas moléculas de tipo peptidico.

7) Los compuestos de tipo peptidico que estimulan el crecimiento de
bacterias anaerobias con actividad de CMCica son producidos por los
cultivos fungicos sin importar el tipo de proceso (liquido o sélido) y la

clase de hongo (deuteromycetes y ascomycetes).

Desde el punto de vista bisico este estudio ha logrado establecer que en la
mezcla  de  microorganismos, metabolitos, enzimas, vitaminas,
amortiguadores y minerales estipuladas en las patentes como los
componentes de estos productos, solamente los metabolitos de tipo peptidico
con pesos moleculares cercanos a 5 kDa tuvieron la capacidad de estimular
el  crecimiento de bacterias  anaerobias con actividad = de
carboximetilceluloliticas (CMCica). Es importante recalcar que el
incremento de esta actividad (CMCica) se puede correlacionar con un
aumento de la digestion ruminal de la fibra detergente neutro. Es decir, los
componentes probidticos contenidos en los extractos fungicos son

compuestos de tipo polipeptidico.
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Ademas, esta tesis demostrd a nivel practico que con una lixiviacidn acuosa
de la biomasa seguida de una filtracion y una evaporacion es un
procedimiento adecuado para producir en forma efectiva aditivos fingicos

que promuevan el crecimiento de bacterias celuloliticas.
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4.0 OBJETIVO DE LA TESIS

Caracterizar y fraccionar los componentes probidticos de los extractos de
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger que
pueden mejorar la digestion ruminal. Esto en un nuevo bioensavo in vitro
con un cultivo mixto de bacterias anaerobias con actividad de
carboximetilcelulolitica de origen ruminal obtenidas en un biorreactor de

digestion anaerobia.

4.1 Metas

4.1.1. Diseftar y montar un bioensayo con un cultivo mixto de bacterias
anaerobias con actividad carboximetilcelulolitica de origen ruminal crecidos
en un biorreactor anaerobio continuo para detectar efectos que puedan

mejorar la digestion ruminal.

4.1.2. Caracterizar los componentes activos contenidos en los cultivos
fungicos determinando: la estabilidad a diferentes temperaturas y a

diferentes pH.

4.1.3 Fraccionar los extractos de los cultivos fungicos por ultrafiitracion para
determinar el intervalo aproximado de su peso molecular y posteriormente
por cromatografias de exclusion molecular estimar el peso molecular de las

fracciones con efectos positivos en el bioensayo

4.1.4 Analizar las fracciones obtenidas en las cromatografias de exclusidn
molecular con efectos positivos en el bioensayo mediante un espectro

infrarrojo.
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Resultados y andlisis estadistico de la Tabla 5§

Proteina
To Ys Ao An
61.2 70.4 69.1 66.8
57.5 71.9 68.7 70.2
60.7 7456 72.8 69.7
20 21 2.3 1.8
GL sSC CcM F
Tra. 31273.65 91.21 21.41
Error 8|34.08 4.26
Celulasas+A28
To Ys Ao An
YA 445 417 397
363 438 404 398
359 437 409 405
6.1 4.4 6.6 4.4
GL sSC CM F
Tra. 3|8762.4 2920.0 98.74
Error 8|236.62 29.57
Actividad especifica
To Ys A0 An
6.3 6,32 6.03 5.94
6.1 6.09 5.89 5.66
59 5.85 561 5.81
19 .24 21 14
GL sC CM
Tra. 31221 .073 F
Error 8}.321 040 .21
Acetato
To Ys Ao An
11.1 17.7 15.3 14.5
11.3 16.1 13.8 133
9.7 16.9 135 12.4
.87 .8 .96 1
GL &8C CcM
Tra. 3|58.62 19.54 F
Error 8|6.07 .859 2274
pH
To Ys A0 An
7.6 7.5 7.5 7.7
6.75 6.77 7.4 6.9
7.4 6.79 6.52 7.0
44 41 .53 44
GL sSC CcM F
Tra. 3/0.6884 .029 0.13
Error 3 17.0231.212




Resultados y analisis estadistico de los tratamientos de Ys a

diferentes pH de la Figura 3.
Proteina
To pH 4 pH 7 pH 10
507 65.1 64.7 66.3
53.0 60.4 609 64,8
53.5 65.3 64.3 63.6
1.5 2.8 2.1 .14
GL SC CM F
Tra. 3|30386 101.2 251
Error 8(32.2 4.02
Celulasas
To pH 4 pH7 pH 10
177 217 243 282
204 253 255 266
193 271 294 265
14.2 275 26.7 9.5
GL sSC CM F
Tra. 3 11216 3738/8.5
Error 8 3518 439
Actividad especifica
To pH 4 pH7 pH 10
35 33 3.8 43
3.8 4.2 42 4.1
37 42 4.6 42
2 5 4 A
GL sC cM F
Tra. 31.8025 .20 1.81
Error 8(.92 S
Acetato
To pH 4 pH 7 pH 10
14.7 18.6 20.3 18.8
156 16.9 17.5 20.0
141 17.6 19.5 15.5
0.8 0.9 1.4 2.3
GL SC CM F
Tra. 3!30.68 10.22 4.64
Error 8|17.62 22




Resultados y anilisis estadistico de los tratamientos de Ao a

diferentes temperaturas de la Figura 4.

Proteina
To EC 60C 90C 120C
37.0 51.2 453 44 8 437
436 46.4 47.9 492 481
40.5 473 48.5 46.6 456
33 2.6 1.7 2.2 22
GL sC CM F
Tra. 41116.7 29.18 4.87
Error 10(59.8 5.98
Celulasas
To EC 60C 90C 120C
189 261 239 219 227
217 274 247 235 249
199 233 244 253 214
14.2 21.0 4.04 17.0 17.7
GL sC CcMm F
Tra. 4 4899 1224(4.86
Error 10 2518 251
Actividad especifica
To EC 60C 90C 120C
51 51 53 4.9 5.2
50 59 52 438 52
4.9 4.9 5.0 5.4 47
0.1 .53 .15 32 .29
GL sC CM F
Tra. 4(.189 .0473 473
Error 10(1.0 A
Acetato
To EC 60C 90C 120C
10.1 17.9 18.2 19.3 16.8
135 14,7 15.4 16.9 17.4
13.0 19.3 17.0 19.1 16.6
1.83 2.4 1.4 1.3 0.42
GL sC CM F
Tra. 4169.21 17.3 6.73
Error 10(25.7 2.57




A

Resultados y analisis estadistico de los tratamientos de An a

diferentes pH de la Figura 5.

Proteina
To pH 4 pH7 pH 10
531 645 65.7 59.5
58.6 62.1 63.2 61.3
58.0 59.9 61.6 63.4
30 2.3 2.1 1.9 o ]
GL sC CM F
Tra. 3|82.18 27.39 4,87
Error 844 94 56
Celulasas
To pH 4 pH7 pH 10
196 214 225 244
179 247 230 237
168 208 201 208
14.1 21115.5 19.1
GL sC CM F
Tra. 3 4301 1433|4.6
Error 8 2489(311.2
Actividad especifica
To pH 4 pH7 pH 10
3.7 a3 34 4.1
31 4.0 36 3.9
3.0 3.5 3.3 a3
4 .36 0.15 0.4
GL sC CM
Tra. 3]1.4166 .1388 1.18
Error 8 0,9399(.1174
Acetato
To pH 4 pH 7 pH 10
12.0 16.4 16.2 16.1
13.3 14.9 19.5 17.7
11.9 15.8 15.9 13.9
0.8 0.75 2.0 1.9
GL SC CM F
Tra. 3[37.6 12.5 5.69
Error 81176 2.02




Resultados y analisis estadistico de los tratamientos de An a

diferentes temperaturas de la Figura 5.

Proteina
To EC 60C S0C 120C
50.7 60.2 55.0 56.5 61.3
50.4 59.1 60.2 57.4 58.6
55.4 56.8 55.7 56.3 55.5
2.8 1.7 2.8 .jo.s8 2.9
GL sSC CM F
Tra. 4|83.10 20,77 3.76
Error 10(55.21 552
Celulasas
To EC 60C e 120C
247 283 302 288 294
261 266 289 272 285
250 283 287 294 285
7.4 98 8.14 11.4 52
GL sSC CcM F
Tra., 4 2988 747:10.00
Error 10 746174.7
Actividad especifica
To EC 60C 20C 120C
49 47 55 509 4.8
52 4.5 48 47 49
4.5 5.0 52 5.2 51
.35 .25 .35 .26 15
GL sC cM F
Tra. 41.3093 0777 .9587
Error 10|(.806 .0806
Acetato
To EC 60C 90C 120C
10.9 14.2 18.3 15.1 15.6
11.7 16.6 17.7 16.5 16.4
11.6 14.7 14.3 16.1 16.2
0.4 1.3 2.2 0.72 0.42
GL sSC CM F
Tra. 4154 11 13.52 9.47
Error 10|14.28 1.42




Resultados y analisis estadistico de !a Tabla 6

Proteina
To EC 300 30
501 59.5 57.3 65.1
£47 58.4 £9.4 57.6
54 2 63.6 59.9 61.2
25 2.7 1.4 38
GL SC CcM F
Tra. 3[126.6 42.19 5.65
Factor Dunca 8|59.7 7.48
Factor Duncan’s 1.57
Celulasas
To Ec 300 " 30
296 320 363 384
317 357 371 359
287 350 331 325
15.4 19.7 21.2 29.6
GL sC CM F
Tra. 3 6226 2075|4.26
Error 8 3896 487
Factor Duncan's 12.74
Acetato
To EC 300 30
16.5 211 19.4 20.7
17.2 20.6 20.8 19.9
17.6 19.2 19.2 18.2
06 1.0 0.9 1.3
GL sSC CM F
Tra. 3[18.42 6.14 6.69
Error 8|7.33 9174

Factor Duncan’s 0.55




Resultados y andlisis estadistico de la Tabla 7.

Proteina
To EC 300 30
39.8 50.4 48.2 51.5
42.3 47.9 476 48.8
397 47.2 46.7 51.8
1.5 1.7 0.75 1.7
GL Sc CM F
Tra. 31171.08 57.02 27.54
Error 8|16.59 2.07
Factor de Duncan’s 0.83
Celulasas
To EC 300 30
287 315 338 360
301 332 354 345
279 346 334 363
11.1 15.5 106 9.6
Gl sC CM F
Tra. 3 7503 2501417.55
Error 8 1140(142.5
Factor de Duncan’s 11.93
Acetato
To EC 300 30
11.8 16.1 17.4 18.1
12.5 15.7 16,3 18.9
10.9 141 16.7 17.9
0.8 1.0 6 .5
GL sSc CM F
Tra. 3(71.26 2375 40.94
Error 814.7 0.58

Factor de Duncan’s 0.43




Resultados y analisis estadistico de la Tabia 8.

Proteina
To EC 300 30
53.9 62.1 61.5 58.3
558 59.1 50.7 822
54 .4 59.6 575 61.3
1.0 16 2.1 2.0
GL SC CM F
Tra. 3 7017|23.39 7.66
Error 81242 3.06
Factor de Duncan’s 1.0
Celulasas
To EC 300 30
281 315 324 333
266 302 309 317
281 313 312 328
8.7 7.0 7.93 8.2
GL SC cMm F
Tra. 3 418413947 21.99
Error 8 508|63.4
Factor de Duncan’s 4.59
Acetato
To EC 300 30
10.6 15.7 17.9 18.0
12.3 17.8 18.1 17.8
12.8 16.3 15.6 18.8
1.2 1.08 1.4 0.6
GL sC CM F
Tra. 3)70.34 23.44 20.03
Error 8.9.41 1.17

Factor de Duncan’s 0.62
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