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RESUMEN

EVALUACION DE DOS CRIOPROTECTORES SOBRE LA VIABILIDAD Y
ACTIVIDAD DE UNA BACTERIA RUMINAL CELULOLITICA CONSERVADA
POR LIOFILIZACION

José Carlos Escobar Espafia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

El uso de crioprotectores en la conservacion de microorganismos es importante
para preservarlos por largo tiempo utilizando la liofilizacion. Se evaluo el efecto de
la centrifugacion (FRC) en fluido ruminal fresco (FRF) para usarlo como inoculo
bacteriano, asi mismo, se utiliz6 un grupo control (T), Dimetilsulfoxido (DMSOQO) y
Carbdén Activado (CA) como crioprotectores en bacterias ruminales totales con
capacidad de degradar celulosa y se liofilizd, posteriormente se reactivd y se
evalué por medio de una prueba de degradacion in vitro de pasto Bermuda y
produccion de acidos grasos volatiles. El disefio estadistico utilizado fue
completamente al azar. El pH en el FRC fue diferente (p<0.05) de FRF, en las
variables concentracion de bacterias ruminales totales, celuloliticas y potencial
oxido-reduccion no se presentaron diferencias respectivamente para FRF y FRC.
El pH y la produccion de acidos grasos volatiles totales no se ven afectadas con la
inclusion de los lioprotectores (p>0.05) con respecto al testigo, pero la variable
concentracion de bacterias se afecta (p<0.05) con la inclusién de estos, sin
embargo el % DEGMS fue diferente (p<0.05) con carbén activado (CA) con
respecto al testigo y el dimetilsulfoxido (DMSO). El potencial redox se ve
modificado con la inclusién del DMSO causando diferencias (p<0.05) con respecto
al testigo y CA.

Palabras claves: liofilizacion, DMSO, carbdon activado, agentes crioprotectores

bacterias ruminales totales.
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ABSTRACT

EVALUATION OF TWO CRYOPROTECTANTS ON THE VIABILITY AND
ACTIVITY OF RUMEN BACTERIA CELLULOLYTIC PRESERVED BY
LYOPHILIZATION

Jose Carlos Escobar Esparia, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2015

The use of cryoprotectants in preserving microorganisms is important in order to
preserve for a long time using lyophilization. The effect of centrifugation (FRC) in
fresh rumen fluid (FRF) was evaluated for use as a bacterial inoculum, also, a
control group (T), dimethyl sulfoxide (DMSO) and activated carbon (AC) was used
as cryoprotectants in total rumen bacteria capacity to degrade cellulose and
lyophilized subsequently reactivated and evaluated by a test in vitro degradation of
Bermuda grass and volatile fatty acids. The experimental design was completely
random. The pH in the FRC was different (p<0.05) FRF variables in the
concentration of total rumen bacteria, cellulolytic and not redox potential differences
respectively for FRF and FRC were presented. The pH and total production of
volatile fatty acids are not affected by the inclusion of lyoprotectants (p>0.05)
compared the control but the variable concentration of bacteria is affected (p<0.05)
including not to mention the % DEGMS was different (p<0.05) with activated
charcoal (AC) compared with the control and dimethyl sulfoxide (DMSQO). The redox
potential is modified with the addition of DMSO causing differences (p<0.05)
compared with the control and CA.

Keywords: freezing-drying, DMSO, activated charcoal, total rumen bacteria,
cryoprotectants.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Las técnicas para mantener y preservar microrganismos que aseguren su
disponibilidad para su uso préactico en investigacion y estudios taxondémicos, se han
incrementado en afos recientes (Hasegawa, 1996). La liofilizacién, comparada con la
crioconservacion, es mucho méas economica y facil de operar, (Andersen, 1996). La
liofilizacibn es un método para la conservacion de microorganismos que favorece la
viabilidad del cultivo para su almacenamiento (Miyamoto-Shinohara, et al., 2010). En la
conservacion de microorganismos es importante utilizar agentes crioprotectores o
lioprotectores, esto depende también del tipo de microorganismo a conservar (Hubalek,
2003). El campo de la biopreservacion tuvo sus inicios con la conservacion de
espermatozoide aviar y la conservacién de glébulos rojos de humano utilizando glicerol
como agente crioprotector (Baust, et al., 2009). El dimetilsulfoxido (DMSO) tiene la
capacidad de penetrar en la célula, debido a su bajo peso molecular, previniendo la
acumulacion excesiva de electrolitos, siendo mas efectivo como criopreservante
comparado con el glicerol, ya que al liofilizar forma una viscosidad, (Lovelock y Bishop
,1959: Avila-Portillo et al., 2006).

La concentracién de bacterias en rumen es de 10 a 10 g* y 10°® a 10° de
protozoarios por mL™* de contenido ruminal. Estos microorganismos tiene la capacidad
de degradar el alimento, haciendo disponibles los sustratos para la fermentacion y
produccion de &cidos grasos volatiles, dioxido de carbono (CO;) y metano (CH,),
(Hungate, 1975). Se ha estudiado el ecosistema ruminal, aislando y caracterizando por

analisis de secuenciacion del gen 16SrRNA (Chandra y Qin, 2012; Ley de-Coss et al.,



2013); esto ha dado pauta a preservar y conservar los microorganismos del rumen.
Sanchez-Santillan 2014 obtuvo un consorcio de bacterias celuloliticas del rumen, el
cual se preservo por liofilizacion utilizando 0.1 g de carbon activado (CA) como
lioprotector donde posteriormente se reactivd y se evalu6 realizando una prueba de
degradacion, el consorcio de bacterias celuloliticas con (CA) degrado 31.82 % vy el
tratamiento de bacterias celuloliticas sin (CA) degrado 3.20 %. Dominguez-Ordofiez
(2014), aislo, caracterizo y conservé de igual forma una arqueobacteria ruminal
metanogénica con 0.4 % de (CA) agregado en el medio de conservacién antes de la
inoculacién la cual se reactivo y se evalué por medio de una prueba de produccién de
gas (CHy), el tratamiento con (CA) adicionado antes de la inoculacion produjo 32.17
mM de (CH4) y 4.77 mM de (COy). El dimetilsulfoxido (DMSO) ha sido utilizado en un
5% como criopreservador de bacterias fibroliticas Fibrobacter succinogenes aislada del
rumen, después de quince dias de conservacién por congelacién la concentracion de
bacterias viables es de 6.15 y 9.26X10® UFC mL™ mostrando una reduccién de 3.1y
3.25X10% UFC mL1 con la concentracién inicial (Arcos, et al., 2004).

El propésito de este trabajo fue evaluar dos crioprotectores, el (DMSO) y el (CA) como
agentes de conservacion en bacterias ruminales totales por liofilizacién en la viabilidad
y actividad, debido a esto se establece la presente investigacién donde en el capitulo 1,
se presenta una revision de literatura referente a los diferentes procesos de
conservacion y agentes crioprotectores mas utilizados; en el capitulo 2, se describe el
efecto de la centrifugacion en fluido ruminal fresco para la obtencién de bacterias
ruminales totales como indculo; asi mismo, en el capitulo 3 se presenta el efecto de

dos lioprotectores sobre la viabilidad y actividad de un consorcio de bacterias ruminales



totales liofilizadas; en el capitulo 4 se describe la forma de como se estimo el tiempo de
hidratacion en relacion a la concentracion de bacterias ruminales totales y, en el
capitulo 5, se presentan los resultados de una prueba de degradacion de materia seca
(% DEGMS) in vitro, inoculando con bacterias ruminales totales liofilizadas con dos

lioprotectores.

2. CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Conservacioén de cultivos microbianos

La viabilidad de los cultivos depende del método de conservacion, en diversos
microorganismos el método de conservacion debe garantizar su estabilidad genética
por largo tiempo, ya que en los laboratorios y muchas areas de investigacion los
cultivos o cepas bacterianas son de suma importancia para la investigaciéon o para
generar productos biologicos (Rojas-Tapias et al., 2013). En el area de investigacion y
en la industria, se deben preservar todas aquellas cepas que cuenten con un alto
potencial de uso y conservarse sin sufrir cambios fenotipicos y genéticos (Zamora,
2003). Los principales métodos de conservacion son el crecimiento continuo, secado
(liofilizacion) y congelacion; en el método de crecimiento continuo se utilizan siembras
en agar para su uso continuo, no se pueden almacenar mas de 30 dias, se hacen
resiembras o transferencias en agares nuevos para mantener la continuidad. EI método
del secado se usa mas en hongos, esporas u otras estructuras en reposo, los sustratos
mas utilizados en este proceso son el gel de silice, perlas de vidrio y suelos, otros

métodos son la congelacion, liofilizacién, crioconservacion, conservacion en nitrdgeno



liquido o congeladores de baja temperatura; el proceso de liofilizacion es muy versatil
para preservar bacterias, actinomicetos, levaduras y hongos (Weng, 2005; Kumar et al.,
2013). El proceso de liofilizacion, es mas utilizado para evitar altos costos y un arduo
trabajo de laboratorio para mantenerlos bajo subcultivos seriados (Malik y Lang, 1996),
los procesos de conservacion minimizan al méximo el riesgo de un cambio genético en
las células y se mantienen viables por 10 afios (Weng, 2005), mucho conocimiento se
ha generado de forma empirica, de tal forma que todavia hay mucho que explorar en la
preservacion de bacterias (Morales-Garcia et al., 2010). Es necesario que se pueda
asegurar la viabilidad e integridad morfologica, fisiolégica y genética de un cultivo para
poder utilizarlo en un futuro en produccion y poder mantener asi las caracteristicas
principales de la cepa original (Gato, 2010; Kumar et al., 2013), el mantenimiento in
vitro de cultivos activos requiere una cantidad considerable de trabajo, y ocasiona
inestabilidad genética de los aislados microbianos; se han desarrollado nuevas
metodologias como la congelacion de cultivos a -20 °C o -40 °C y la preservacion en

nitrégeno liquido a -196 °C,(Arcos et al., 2004).

2.1.1. Liofilizaciéon

La liofilizaciéon es el método de preservacion de microorganismos mas utilizado en las
diferentes areas de la investigacion (Sakane, 1992; Miyamoto-Shinohara et al., 2000;
Zhou et al., 2006; Morgan et al., 2006; Celik y O’Sullivan, 2013;). La liofilizacién extrae
el agua de los alimentos, proteinas, sustancias de interés farmacéutico, y células para
mantener su estabilidad a temperatura ambiente (Morales-Garcia et al., 2010), es un
método de conservacion a largo plazo, esto es una de las grandes ventajas contra el
meétodo por congelacion, (Zhou et al.,, 2006). Consiste principalmente en extraer por

4



sublimacién, bajo condiciones de alto vacio, el agua de las células congeladas, ya que
esta pasa directamente a un estado de vapor, debido a que no hay presién molecular
gue lo impida (Perry, 1998; Morales-Garcia et al., 2010); las soluciones a liofilizar son
congeladas previamente, posteriormente son expuestas al proceso de liofilizacion
(vacio) donde el vapor de agua es extraido por un condensador de refrigeracién, lo que
provoca la evaporacion del hielo con la siguiente perdida de calor que produce el
proceso (McLellan y Day, 1995; Morales-Garcia et al., 2010). En el proceso de la
liofilizaciébn la fase de congelacion del cultivo se puede realizar rapidamente o
lentamente; sin embargo se deben usar lioprotectores como la leche descremada y
carbohidratos como la glucosa, lactosa, sacarosa, inositol, (Kanmani et al., 2011), el
glicerol no se debe ocupar en la liofilizacion por su elevado punto de evaporacion y su
higroscopicidad que hace que el li6filo quede viscoso, y el DMSO porque es toxico y al
concentrarse por la evaporaciéon del agua puede dafar a las células microbianas
(Garcia y Uruburu, 2000). Los lioprotectores deben garantizar tasas de supervivencia
de los microorganismo en los medios a preservar (Mufioz-Rojas et al., 2006; Morgan et
al., 2006), la liofilizacion es el método que la Culture Collection Worldwide (WFCC),
incluyendo la American Culture Collection (ATTC) y la National Collection of Type

Culture (NCTC) por décadas han preferido usar (Morgan et al., 2006).

2.1.2. Congelacion

La criobiologia es el area que busca entender los efectos de las bajas temperaturas
sobre los sistemas 0 medios celulares, ya que el tiempo biol6gico es una consecuencia
de determinadas reacciones bioquimicas y el frio prolonga el tiempo bioldgico, puesto
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que enlentece estas reacciones (Avila-Portillo et al., 2006). La congelacion es un
método fisico quimico que permite conservar microorganismos viables por un tiempo
sin sufrir cambios genotipicos (Consuelo et al., 2005). Los diferentes métodos de
criopreservacion como la congelacion ultrarrapida y la vitrificacién se pueden clasificar
de acuerdo a la velocidad de congelamiento y descongelamiento, en los protocolos de
congelacion lenta-descongelacion lenta, congelacion lenta-descongelacion rapida, asi
la adicion de crioprotectores se puede hacer por pasos y el descenso de la temperatura
se realiza lentamente en un congelador programable (Hubalek, 2003; Avila-Portillo et
al., 2006; Gato, 2010). Existen diversos factores que deben ser tomados en cuenta,
relacionados con la adaptacién bacteriana al proceso de congelacion, como el
microambiente, membrana citoplasmatica, estrés bacteriano, (Consuelo et al., 2005).
En la criopreservacion a -70 °C a diferencia de la liofilizacion, este proceso es mas
rapido con baja contaminacion, poco laborioso, econémico y mantiene las propiedades
genéticas de los microrganismos (Parra et al., 2006). Los investigadores han estudiado
el uso de diferentes aditivos protectores en el medio de cultivo, esto para reducir la tasa
de muerte de los microorganismos que se preservaran durante su almacenaje, por
medio de la congelacién (Gibson et al., 1966); tiene como objetivo el mantenimiento de
la viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas bajas, se requiere del uso de
ultracongeladores que conserven a las células a -80 °C, este método es usado en los
laboratorios a nivel mundial por su facil manejo, y preservar microorganismos por
congelacion, el método consiste en cultivar al microorganismo en cuestion y se deja
crecer hasta la fase estacionaria temprana, las células se lavan o no con una solucion

buffer y después se les adiciona un volumen de suspension que contiene una sustancia



gue funciona como protectora de las células a la congelacion, protegiendo la célula de
la formacion de cristales de hielo con un grado bajo de toxicidad, estas sustancias son

agentes crioprotectores (Hubélek, 2003; Avila-Portillo et al., 2006; Wu et al., 2013).

2.2. Uso de crioprotectores en la conservacion de microorganismos

Los crioprotectores impiden por interaccidon molecular con el agua, la destruccion de la
célula por el congelamiento, la protegen de la formacion de hielo con grado bajo de
toxicidad para las células vivas, las propiedades fisicoquimicas de los crioprotectores
confieren afinidad por el agua molecular y de esa forma atrapan la molécula de agua en
su interior, lo que a su vez impide que formen cristales geométricos ordenados en el
interior de la célula, la solidificacion del medio se establece con una distribucion
molecular desordenada del agua y las sustancias protectoras toma el caracter de
sustancia vitrea protectora (Consuelo et al., 2005). Actualmente hay muchos
compuestos que pueden ser usados como crioprotectores, quiza uno de los mas
utilizados es el glicerol, en una concentracion de 15 a 20%, el dimetilsulfoxido en
concentraciones que van de 3% a 15%, leche descremada, y algunos carbohidratos
como la glucosa, lactosa, sacarosa, inositol, (Garcia y Uruburu, 2000). Los
crioprotectores se pueden dividir por su bajo peso molecular y permeabilidad a través
de la membrana como penetrantes y no penetrantes por su alto peso molecular y

efectividad a altas velocidades de congelamiento, (Avila-Portillo et al., 2006).



2.2.1. Carbén activado

El carbdén activado es un solido donde el proceso de absorcidon se describe como la
transferencia de un soluto en un gas o liquido (adsorbato) hacia la superficie de un
sélido (adsorbente) en donde el soluto es retenido como resultado de atracciones
intermoleculares con las moléculas solidas (Méndez et al., 2002), asi mismo, se puede
utilizar como un crio o lioprotector de bacterias anaerdbicas, conservadas en medio
liguido, mejorando los resultados de los agentes crioprotectores mas comunmente
usados, se puede agregar de 5 a 10% relacion peso/volumen de carbén activado,
puede ser una mezcla con algun otro crioprotector 5% de carboén activado mas 5% de

otro crioprotector (Malik, 1990).

2.2.2. Dimetilsulfoxido (DMSO)

EI DMSO es un liquido transparente, sin color y con un ligero olor a acre, fue aislado en
1867 por el Dr. Alexander Saytzeff un quimico Ruso, como subproducto de las
industrias del papel y la madera, se extrae de forma natural de las ligninas, une las
fiboras de la madera, se fabrica facilmente en el laboratorio a partir de productos
guimicos organicos, su férmula quimica es (CH3).SO (Davis, 1984; Wang, et al., 2010).
Las caracteristicas crioprotectoras y su uso, fueron descubiertos por primera vez en la
conservacion de los globulos rojos humanos utilizando 5, 10 y 15% en relaciéon
peso/volumen (Lovelock y Bishop, 1959); también se ha usado comunmente en la
conservacion de embriones de peces en una relacién volumen/volumen desde 5%
hasta 30% (Zhang et al., 2005; Xiao et al., 2008;), nematodos 0.5%, 2% y en

concentraciones finales de 12.5 mg/L (Wang et al., 2010). Se conservo por



congelamiento a -80 °C en nitrodgeno liquido usando como crioprotector 5% de DMSO
con dos tipos de medios de cultivo (Hoefman et al., 2013). En bacterias aerdbicas
Staphylococcus,  Micrococcus, Pseudomonas,  Streptococcus, Lactococcus,
Corynebacterium y E. coli se puede inhibir la actividad de crecimiento con la inclusion

del 10% de DMSO pero no sucede en anaerobios (Hubélek, 2003).

2.2.3. Carbohidratos

La glucosa, lactosa, sacarosa, inositol (polialcohol) son algunos de los carbohidratos
mas utilizados como crioprotectores (Garcia y Uruburu, 2000; Avila-Portillo et al., 2006),
los mecanismos de accion que se ejercen en la proteccion no se comprenden en su
totalidad, se puede deber a la combinacién de muchos factores (Kurtmann et al., 2009),
estos carbohidratos pueden proteger a la célula por la sustitucion del puente de
hidrogeno que se pierde en el proceso de liofilizado, la humedad puede colapsar la
matriz viscosa obtenida (Miao et al., 2008). En un medio de cultivo de proteccion se
utilizé 200 g/L de sacarosa y 0.15 M de NaCl (Passot et al.,, 2012). La trehalosa y
sacarosa pueden aumentar la supervivencia de bacterias, esto se puede deber a la
capacidad de los azucares de descender la temperatura en la fase de transicion de la
membrana y poder mantener la estructura proteica en estado liofilizado (Leslie et al.,

1995).
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3. CAPITULO 2. EVALUACION DEL FLUIDO RUMINAL FRESCO (FRF) Y
CENTRIFUGADO (FRF) PARA USARSE COMO FUENTE DE INOCULO

José Carlos Escobar Espafia, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015.

3.1. Resumen

El objetivo de este experimento fue evaluar las diferencias del Fluido Ruminal Fresco
(FRF) y Centrifugado (FRC) para ser utilizado como in6culo de bacterias ruminales
totales. Para el andlisis estadistico se utilizé un disefio completamente al azar. El
experimento se realizd en el laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética
Microbiana del Colegio de Postgraduados. EI FRF se obtuvo de una vaca Jersey,
postprandial, alimentada con forraje y concentrado en una proporcién de 70:30, se
centrifugé a 1157 x g para sedimentar solidos y se obtuvo el FRC. Las variables
evaluadas para ambos tratamientos fueron: pH, potencial redox, la concentracion de
bacterias totales [BT] y concentracion de bacterias celuloliticas [BC] por medio de la
técnica del Numero Mas Probable. La [BT] y el potencial redox no presentaron
diferencias (p>0.05) con una concentracién de 6.7x10%° y 5.4x10*° bacterias mL™ para
FRF y FRC respectivamente, y redox fue de -200.17 y -214.37 mV. Y el pH fue
diferente (p<0.05) con valores de 6.09 y 6.04 para FRF y FRC respectivamente, la [BC]
fue de 1.4x10°. El FRC presentd mejores condiciones como inoculo debido a la
ausencia de solidos por lo que facilita su manipulacion. El potencial redox se mantuvo
altamente negativo permitiendo la viabilidad de las bacterias anaerobias presentes en

fluido ruminal.

Palabras claves: liquido ruminal, centrifugado, bacterias totales, pH y potencial redox.
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ASSESMENT OF FRESH RUMEN FLUID (FRF) AND CENTRIFUGED (FRC) FOR
USE AS A SOURCE OF INOCULUM

José Carlos Escobar Espafia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

3.2. Abstract

The aim of this trial was to investigate differences Fresh rumen fluid (FRF) and
Centrifuged (FRC) to be used as inoculum total rumen bacteria. The statistical analysis
we used a completely randomized design. The trial was conducted in the laboratory of
Rumen Microbiology and Microbial Genetics the Colegio de Postgraduados. The FRF
was obtained from a cow Jersey, postprandial fed with forage and concentrate in the
ratio of 70:30, was centrifuged at 1157 x g to sediment solids and the FRC was
obtained. The variables evaluated for both treatments were: pH, redox potential, the
concentration of total bacteria [BT] and cellulolytic bacteria concentration [BC] by the
Most Probable Number technique. The [BT] and the redox potential no differences
(p>0.05) with a concentration of bacteria 6.7x1010 and 5.4x1010 mL-1 for FRF and
FRC respectively, and redox was -200.17 -214.37 mV. And the pH was different
(p=<0.05) with values of 6.09 and 6.04 respectively for FRF and FRC, the [BC] was
1.4x109. The FRC presented as inoculum best conditions due to absence of solids at
which facilitates handling. The redox potential remained highly negative allowing the

viability of bacteria in anaerobic rumen fluid.

Keywords: rumen fluid, centrifuged, total bacteria, pH and redox potential.
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3.3. Introduccién

La composicion del ecosistema ruminal consta basicamente de bacterias, protozoarios
y hongos (Martin, 1994). El nimero de bacterias que hay en el rumen es de 10*° a 10"
células g* de contenido ruminal en su mayoria anaerobias. Los protozoarios en gran
parte ciliados estan en concentraciones de 10° a 10° células mL™ de contenido ruminal
(Yokoyama y Johnson, 1988); estos microorganismos se encargan de hidrolizar la
celulosa, hemicelulosa, pectinas, fructosanos y almidon de las plantas, basicamente a
mono Yy disacaridos, los cuales son fermentados y como producto final se obtienen
acidos grasos volatiles (acético, propionico y butirico), dioxido de carbono (CO,) y
metano (CH,4) (Hobson y Stewart, 1997; Wang, et al., 2010). Debido a esto, el fluido
ruminal estd sujeto a muchas investigaciones en laboratorios de microbiologia, la
disponibilidad y cercania al laboratorio de animales fistulados, permite una mejor
manipulacion del fluido. En campo se pueden realizar conteos de protozoarios fijandose
en formaldehido, pero se tiene poca informacion de lo que sucede con bacterias
ruminales después de un tiempo determinado de muestreo (Dehority y Grubb, 1980).
En el laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Programa de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, se han realizado investigaciones
relacionadas con los microorganismos del rumen; por ejemplo, aislamiento y
caracterizacion de bacterias, estudios de protozoarios y hongos, o en consorcios por la
interaccion que existe con diversos sustratos alimenticios, al degradar la materia seca
que utilizan como sustrato. Para este estudio se utilizd un consorcio de bacterias
ruminales totales como inoculo. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto

de la centrifugacion sobre el fluido ruminal.
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3.4. Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia
ruminal y Genética Microbiana, del programa de Ganaderia del Colegio de

Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Estado de México.

3.4.1. Variables a evaluar

Variables que se evaluaron en el FRF y FRC:

1) Concentracion de hidrogeniones (pH).

2) Potencial de 6xido reduccion (Redox).

3) Concentracion de bacterias totales por medio de la camara Petroff-Hausser.

4) Concentracidon de bacterias celuloliticas por medio de la prueba de Niamero Mas

Probable.

3.4.2. Obtencién y preparacion del inoculo

Se obtuvieron 800 mL de fluido ruminal fresco (FRF), una hora posterior a la primera
alimentacion de la mafiana, de una vaca raza Holstein, canulada en rumen, alimentada
con paja de avena, alfalfa y concentrado en una proporcion 70:30. El FRF se filtr6 a
través de una manta doble cielo y se depositdé en una hielera a 39 °C para su
transportacion al laboratorio, posteriormente se centrifugé a 3,000 rpm (1,157 g) por
tres minutos, y se obtuvo el fluido ruminal centrifugado (FRC), el cual se deposité en un

matraz con flujo de CO, a una temperatura de 39 °C en bafio Maria; Se obtuvo una
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muestra de 5 mL por triplicado de FRF y FRC, se midi6 pH y redox en un
potenciéometro modelo 250A (calibracion con pH 7 y 4) y un potenciémetro de éxido-

reduccién Orién modelo 710 A (calibracion solucién con +220 de oxido-reduccion).

3.4.3. Preparacion de medios de cultivos para la prueba celulolitica.

Se prepararon 1,200 mL de medio de cultivo Whatman-Celobiosa-Fluido Ruminal (WC-
FR; cuadro 1), de los cual se vertieron 4.5 mL en tubos de cultivo (100 x 14 mm). Se
asegurd esterilidad por 72 h a 39 °C. De acuerdo a la metodologia de Cobos y

Yokoyama (1995)
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Cuadro 1. Composicion del medio de cultivo anaerobio celulolitico.

Componente 100mL. WCL-FR
Agua destilada 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)' 30.0
Solucién mineral | (mL)" 5.0
Solucién mineral Il (mL)" 5.0
Rezasurina 0.1% (mL)" 0.1
Peptona de soya (g) 0.2
Cisteina-sulfido (mL)" 2.0
Extracto de levadura (g) 0.1
Carbonato de sodio, sol a 8% (mL)"' 5.0
Glucosa -
Celobiosa (g) 0.18
Tira de papel Whatman Una por tubo

Pasto Bermuda (g) -

(. Liquido ruminal fresco, se filtr6 con una manta de cielo, se centrifugo a 12,857 g / 10 min y se
esterilizo 15 min/ 15 PSI /121 °C; el proceso se llevé a cabo dos veces.

(). Contiene (1 L) K;HPOy,, 6 g.

(111). Contiene (1 L) KH,PO,, 6 g; (NH4),SO,, 6 g; NaCl, 12 g; MgSQO,, 2.45 g; CaCl-,H,0, 1.6 g.

(IV). Agregar 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, aforar a 100 mL.

(V). 3.125 g de L-Cisteina (disuelta en 2N NaOH hasta pH 10), mas 3.125 g de Na, S.9H,0; la
mezcla se aforo a 250 mL con agua destilada y se esterilizo 15 min/ 15 PSI/ 121 °C.

(VI). Contiene (100 mL) Na,COs, 8 g.

3.4.4. Estimacion de la concentracion de bacterias ruminales totales en el FRF y FRC

La concentracién de bacterias totales en el FRF y FRC, se estimé fijando 2 mL de

medio de cultivo en 0.5 mL de solucion fijadora isoténica al 20 % (54 mL de

formaldehido, 5 mL de sol. mineral | y 5 mL de sol. mineral Il, 36 mL de agua destilada)

por triplicado para observar y medir su concentracion en un microscopio Carl Zeiss a
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una magnificacion de 100X. La ecuacion para calcular la concentracion total de

bacterias por mL de medio inoculado fue la siguiente:

[B] = (X) (FD) (2X10")
Donde:
[B]= Concentraciéon de bacterias por mL.
X= Media del conteo de bacterias.
FD= Factor de dilucién de la muestra (mL volumen total / mL de la muestra).
2X10’= Constante de la capacidad volumétrica de la camara Petroff-Hausser.

1 mL= [1,000 mm?*/ (0.05 mm x 0.05 mm x 0.02 mm)] es igual a 20, 000,000.

3.4.5. Prueba de Numero Mas Probable (NMP)

La concentracion de bacterias celuloliticas se determindé por el método de NMP
(Harrigan y McCance, 1979). Los tubos (100 x 14 mm) con medio de cultivo WC-FR se
inocularon con 0.5 mL de FRF y FRC por quintuplicado, realizando transferencias de
0.5 mL desde la dilucién 10 a 10™*%; posteriormente se incubaron (incubadora marca
Memmert modelo: IN 75) a 39 °C por 10 dias. Se consideré como crecimiento positivo
de bacterias celuloliticas a los tubos de cultivo donde se degrado la tira de papel
Whatman. Para calcular un rango estadistico con 95% de confiabilidad del NMP se
utilizo la siguiente formula:

NMP/4.68 a NMP x 4.68
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3.4.6. Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 un disefio completamente al azar, usando el
procedimiento GLM de SAS® (2011) y la comparacién mdltiple de medias fue con el

método de Tukey (a=0.05). EI modelo estadistico fue:

Yij= P+ T+ &
Donde:
Yik = Variable de respuesta en el i-ésimo tratamiento y j-ésima repeticion.
M = Media general.
T,=Efecto del i-ésimo dia.
€ij = Error aleatorio, el cual se supone normalmente distribuido con media 0 y varianza

o>,

3.5. Resultados

3.5.1. Evaluacién de fluido ruminal fresco y después de centrifugado

El Cuadro 2 muestra las diferencias en la concentraciéon de bacterias totales, pH y
potencial redox entre el FRF y FRC. El proceso de centrifugacion no afecto (p>0.05) la
concentracion de bacterias ruminales totales y potencial redox, sin embargo, el pH del
FRF fue (6.09) mayor (p<0.05) al del FRC (6.04). a concentracidbn de bacterias
celuloliticas viables para FRF y FRC, no fue diferente con una media de (1.4x10° con

una concentracién maxima y minima de (6.5x10°) y (2.9x10°) para ambos tratamientos.
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Cuadro 2. Diferencias entre el fluido ruminal fresco (FRF) y centrifugado (FRC).

Fluido Ruminal [BT] (10*°) pH Redox [BC] (10
FRF 6.7° 6.09° -200.172 1.4
FRC 5.9% 6.04° -214.37% 1.4
EEM 0.87 0.01 5.56 -

2P Medias en una columna con distinta literal son diferentes (p<0.05).

FRF, fluido ruminal sin centrifugar; FRC, Fluido ruminal centrifugado (a 1157 g); EEM: error estandar del
valor promedio; [BT], concentracién de bacterias totales; Redox, potencial de éxido-reduccion [BC];
concentracién de bacterias celuloliticas, no tiene EEM debido a que se realiz6 por NMP con una

repeticion por tratamiento, el limite de confianza es del 95%.

3.6. Discusién

De acuerdo a los resultados el pH del FRC, tiende a acidificarse por efecto de la
centrifugacion. En la literatura no hay evidencias de estudios previos en liquido ruminal

sobre los cambios del pH por efecto de la centrifugacion.

A nivel ruminal, las fluctuaciones del pH ruminal estan asociados a cambios en la dieta
de los animales y varia de acuerdo a su composicion, pudiendo ser ricas en
carbohidratos solubles, alto porcentaje de proteina o fibra; por lo tanto, esto permite
gue el perfil microbiano sufra desbalances aumentando el crecimiento de bacterias

acido lacticas que tienden a acidificar el ambiente microbiano (Finol, et al., 1994).

La dieta y el comportamiento del masticado tienen relacién directa con el pH ruminal,
ya que después de la comida el pH disminuye y durante la rumia aumenta (Allen,
1997). El ambiente ruminal y la asociacion con la poblaciébn microbiana en animales

sanos estan diseflados para desarrollarse en un rango de pH de 6.2 a 7.2; sin
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embargo, en vacas altas productoras de leche, donde la dieta de consumo es alta en
concentrado y baja en fibra, el pH oscila de 5.2 a 5.8, facilitando un cuadro de acidosis

ruminal subaguda (Yang y Beauchemin, 2007).

Uno de los requerimientos para la caracterizacion y aislamiento de bacterias ruminales
es que requieren CO, (Dehority, 1971), lo permite un equilibrio acido-base en el
ecosistema ruminal. El efecto de centrifugar el FRF libera parte del CO; disuelto en el
fluido ruminal, por lo tanto el equilibrio acido-base se modifica tendiendo a la

acidificacion tal como sucede en el tratamiento FRC.

Le Ruyet y Tucker (1992) encontraron que al adicionar carbonato de sodio y algunos
elementos buffer en dietas altas en granos, el pH ruminal se acidificaba pero después
de un tiempo tendia a incrementarse, mientras que la dieta control mantenia un pH
acido. Tucker et al. (1992) reportaron que incorporando 1.5 % de carbonato de sodio la
cantidad de hidrogeniones disueltos se incrementaban con la dieta control alta en
grano, manteniéndose asi de 4 a 6 h, por la rapida fermentacién acida, después de 6 h

la concentracion de hidrogeniones descendia.

Uno de los objetivos de este estudio fue determinar si acontecia un cambio con el
potencial redox; sin embargo, esto no ocurrié. Al no haber cambios se decidio utilizar el
FRC como indculo, ya que contenia una concentracion de bacterias totales alta (10'°) y
por las caracteristicas del sobrenadante que permiti6 una mejor manipulacion para

depositarlo en los viales por medio de pipetas.
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3.7. Conclusiones

El fluido ruminal centrifugado se puede utilizar como inéculo ya que la centrifugacion no
modifica el potencial de 6xido-reduccion. Pero tiene la ventaja de que su manejo es
mas facil cuando se requiere verter por medio de pipetas debido a que se eliminan las

particulas sélidas del alimento consumido.
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4. CAPITULO 3. EVALUACION DEL PROCESO DE LIOFILIZACION CON DOS
LIOPROTECTORES SOBRE LA VIABILIDAD Y ACTIVIDAD DE UN CONSORCIO DE
BACTERIAS RUMINALES TOTALES

José Carlos Escobar Espafia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

4.1. Resumen

Se evalud el efecto de dos lioprotectores sobre un inéculo de bacterias ruminales
totales con capacidad de degradar celulosa presentes en el FRF y FRC. Las variables
evaluadas fueron: eficiencia en la produccién de liofilizado, concentracion de bacterias
ruminales totales y celuloliticas, pH y potencial redox del liofilizado hidratado. Se realiz6
una prueba de degradacion de MS de pasto Cynodon dactylon y se estimo la
produccién de AGV. El disefio fue completamente al azar y los tratamientos fueron
testigo (T), dimetilsulfoxido (DMSO) y carbén activado (CA). En FRF y FRC el pH
presentd diferencias (p<0.05), en cuanto a la produccion de liofilizado no hubo
diferencias por agregar lioprotectores (p>0.05). Al momento de inocular el DMSO fue
diferente del T y CA (p=<0.05) para [BT] y pH, el potencial redox no present6 diferencias
(p>0.05), el DMSO alcanzo la mayor [BC]; la determinacién del % DEGMS el T fue
mejor (p<0.05) que CA y DMSO respectivamente. Los acidos grasos volatiles
presentaron (p<0.05) diferencias, el uso de lioprotectores disminuye la participacion del
acido propibénico con respecto al T (p<0.05). El uso de lioprotectores mantiene viables y
activas las bacterias ruminales totales y demuestran actividad celulolitica después de

reactivarlas.

Palabras claves: Lioprotectores, carbon activado, dimetilsulfoxido, degradacion in

vitro, liofilizacion.
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EVALUATION PROCESS OF A CONSORTIUM LYOPHILIZATION RUMINAL TOTAL

BACTERIA ON VIABILITY AND ACTIVITY WITH TWO LYOPROTECTANS

José Carlos Escobar Espafia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

4.2. Abstract

The effect of two lyoprotectants on a total inoculum of rumen bacteria capable of
degrading cellulose present in the FRF and FRC was evaluated. The variables
evaluated were lyophilized production efficiency, total concentration and cellulolytic
rumen bacteria, pH and redox potential of hydrated lyophilized. A degradation test of
Cynodon dactylon grass DM was performed and the production of volatile fatty acids
was estimated. The design was completely randomized and the treatments were control
(T), dimethyl sulfoxide (DMSO) and activated charcoal (AC). FRF and FRC in pH
differences (p<0.05), in terms of the production of lyophilized there was no difference by
adding lyoprotectants (p>0.05). At the time of inoculating the DMSO was different from
T and CA (p=<0.05) to [BT] and pH, redox potential did not differ (p>0.05), DMSO
reached the best [BC]; determining the% T DEGMS was better (p<0.05) CA and DMSO
respectively. Volatile fatty acids presented (p<0.05) differences, the use of
lyoprotectants decreases participation propionic acid to T (p<0.05). Using lyoprotectants
remains viable and active total rumen bacteria cellulolytic activity and demonstrate

reactivate after.

Keywords: lyoprotectants, activated charcoal, dimethyl sulfoxide, in vitro degradation,

lyophilization.
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4.3. Introduccién

El contenido de agua puede causar autolisis en la conservacion del material organico o
promover el crecimiento de organismo que provoque la descomposicion del material
almacenado (Adams, 1995). Por lo que liofilizacién es uno de los métodos mas usados
en la preservacion de microorganismos, porque conlleva una alta viabilidad en términos
de vida larga y almacenamiento (Miyamoto-Shinohara et al., 2000); los procesos en los
gue se basa la liofilizacion son los siguiente: 1.- congelacién (cristalizacion de solutos y
la formacién de una matriz amorfa que comprende solutos no cristalizables asociados a
la humedad no congelable), 2.- la sublimacién del hielo al vacio, 3.- evaporacion de
agua de la matriz amorfa, y 4.- desorcién de la humedad presente en la masa
(McLellan y Day, 1995; Morgan et al., 2006). La adicién de sustancias nombradas
crioprotectoras o lioprotectoras pueden ser 0 no eficaces en los procesos de liofilizado,
el aditivo puede no proteger al cultivo, de hecho puede ser incompatible con el proceso
(McLellan y Day; 1995Kanmani et al., 2011;). Piloni (2008) evalu6é un consorcio de
bacterias quitinoliticas ruminales aisladas de rumen de borregos obteniendo después
de 5 afios de conservacion por liofilizacién concentraciones de bacterias de 2.8x10* lo
gue indica una viabilidad de la cepa bacteriana. Durante el proceso de liofilizacion la
congelacién es punto critico que influye en la sobrevivencia de cepas, cultivos mixtos y
de tipo multiples (Baumann y Reinbold, 1966). Por tanto, el objetivo principal de este
trabajo fue evaluar el efecto de dos lioprotectores en un inoculo de bacterias ruminales
totales con capacidad de degradar celulosa, en la viabilidad y actividad de las

bacterias.
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4.4. Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia
Ruminal y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del colegio de
postgraduados, el cual se encuentra ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de

México.

4.4.1. ldentificacién de los tratamientos y variables a evaluar

Los tratamientos fueron los siguientes:
1. Testigo (T): consistié en 10 mL de FRC.
2. Dimetilsulfoxido (DMSO): consistio en 1,000 pyL (1 mL) de DMSO (C,HgOS),
marca Sigma D-8779, mas 9.0 mL de FRC.
3. Carbon activado (CA): consistiéo en 10 mg de CA, marca HYCEL Cat. 55615,
mas 10 mL de FRC.
Los viales serolégicos (100 mL) para cada uno de los tratamientos se esterilizaron
previamente en seco (134° C por 3 min a 304.2 kPa equivalentes a 29.4 psig), solo el
tratamiento 3 se esterilizo nuevamente con el CA, mientras que el DMSO se esterilizo

por medio de un filtro para jeringa Acrodisc® de 0.2 um.

Las variables a evaluar fueron las siguientes:
= Estimacion de la produccion de liofilizado por cada 100 mL de medio
= Medicién de pH, potencial de Oxido-reduccion y concentracion de bacterias

totales para las 3 h de hidratacion.
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= Concentracion de bacterias celuloliticas por medio de NMP utilizando como
inoculo los tratamientos liofilizados.
= Estimacion del % DEGMS in vitro de pasto Bermuda.

= Medicion de la produccion de acidos grasos volatiles.

4.4.2. Preparacion del inoculo

Se extrajeron 300 mL FRF por triplicado, de una vaca fistulada raza Holstein, posterior
a la primera alimentacion matutina (9:00 a.m.). El FRF se filtr6 con una manta doble
cielo, se transporté con la ayuda de un termo hielera con agua a 39° C al laboratorio
para su manipulacion, posteriormente el FRF se centrifugé a 1,157 x g por tres minutos
y se obtuvo un sobrenadante, denominado Fluido Ruminal Centrifugado (FRC), el cual

se deposité en un matraz bajo flujo de CO, a una temperatura de 39 °C en bafio Maria.

4.4.3. Medicion de pH, potencial de 6xido reduccién y concentracion de bacterias

ruminales totales, del FRFy FRC

Se midié el pH y el redox con un potenciometro modelo 250 A (calibracion con pH 7 y
4) y un potenciometro de 6xido-reduccion Orion modelo 710 A (calibracion solucién con
+220 de 6xido-reduccion). Para estimar la concentracion de bacterias ruminales totales
del FRF y del FRC, se fij6 2 mL de in6culo en 0.5 mL de solucion fijadora isotonica al
20% (54 mL de formaldehido, 5 mL de sol minera I, 5 mL de sol mineral I, y 36 mL de

agua destilada). Se determind la concentracion en una camara Petroff-Hausser
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utilizando un microscopio Carl Zeiss a una magnificacion de 100X. La concentracion de

bacterias totales por mL de medio inoculado se calculé mediante la siguiente ecuacion:

[B] = (X) (FD) (2X10")
Dénde:
[B] = Concentracion de bacterias por mL.
X = Media del conteo de bacterias.
FD = Factor de dilucion de la muestra (mL volumen total / mL de la muestra).
2X10" = Constante de la capacidad volumétrica de la camara Petroff-Hausser.

1 mL =[1,000 mm?/ (0.05 mm x 0.05 mm x 0.02 mm)] es igual a 20, 000,000.

4.4.4. Determinacion de la produccion de material liofilizado por mL de cultivo

Para estimar la produccion de liofilizado se pesaron los viales serologicos (100 mL)
vacios, mas cada uno de los niveles de inclusion de los tratamientos, asi como el peso
del FRC (inoculo de bacterias ruminales totales), después de liofilizados se pesaron los
viales sin tapén y arillo metélico, donde, por diferencia de peso se estimo la cantidad de

material liofilizado.

4.4.5. Proceso de conservacion por el método de liofilizacion

Los viales seroldgicos con cada uno de los tratamientos, se colocaron en un
congelador de rodillo Labconco Shell Freezer durante 40 min para alcanzar una

temperatura de -35 °C. Inmediatamente el vial se almacend en un ultracongelador
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marca Refri Med. Posteriormente los viales se liofilizaron durante 8 h en una
liofilizadora Labconco Freezone 6L en modo automatico (bajo las siguientes

condiciones: Temperatura de -50 °C y una presion de -0.135 mBar).

4.4.6. Preparacion de medios de cultivo para diversas pruebas

Se prepararon tres tipos de medios de cultivo anaerobios. (1) Se prepar6é 400 mL de
medio glucosa-celobiosa, fluido ruminal para Hidratacion (H-FR), se vertieron 10 mL en
tubos de cultivo (150 x 18 mm). (2) se preparé 1,000 mL de medio Whatman-celobiosa,
fluido ruminal (WC-FR), se vertieron 4.5 mL en tubos de cultivo (100 x 14 mm), (3) por
ultimo se preparé 700 mL de medio Bermuda, fluido ruminal (B-FR) y se depositaron 9
mL de medio en tubos de cultivo conteniendo, el pasto Bermuda (Cynodon dactylon)
gue con antelacion se molié (1 mm &), se lavd con agua corriente para eliminar
macroparticulas (<25 um), se filtré el exceso de agua con la ayuda de una manta doble
cielo y se llevo a peso constante. Los tubos se colocaron en incubacion a 39° C por 72
h para asegurar esterilidad, siguiendo la metodologia de Cobos y Yokoyama, (1995),

(ver cuadro 3).
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Cuadro 3. Composicion de los medios de cultivo anaerobios.

Componente 100mL. WC-FR H-FR B-FR
Agua destilada 52.6 52.6 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)' 30.0 30.0 30.0
Solucién mineral | (mL)" 5.0 5.0 5.0
Solucién mineral Il (mL)" 5.0 5.0 5.0
Rezasurina 0.1% (mL)" 0.1 0.1 0.1
Peptona de soya (g) 0.2 0.2 0.2
Cisteina-sulfido (mL)" 2.0 2.0 2.0
Extracto de levadura (g) 0.1 0.1 0.1
Carbonato de sodio, sol a 8% (mL)"' 5.0 5.0 5.0
Glucosa - 0.09 -
Celobiosa (g) 0.18 0.09 -
Tira de papel Whatman Una por tubo - -
Pasto Bermuda (g) - - 0.05

(D). Liquido ruminal fresco, se filtr6 con una manta de cielo, se centrifugo a 12,857 g / 10 min y se
esterilizo 15 min/ 15 PSI /121 °C; el proceso se llevé a cabo dos veces.

(). Contiene (1 L) K;HPOy,, 6 g.

(111). Contiene (1 L) KH,PO,, 6 g; (NH4),SO,, 6 g; NaCl, 12 g; MgSQ,, 2.45 g; CaCl-2H,0, 1.6 g.

(IV). Agregar 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, aforar a 100 mL.

(V). 3.125 g de L-Cisteina (disuelta en 2N NaOH hasta pH 10), mas 3.125 g de Na,S.9H,0; la
mezcla se aforo a 250 mL con agua destilada y se esterilizo 15 min/ 15 PSI/ 121 °C.

(VI). Contiene (100 mL) Na,COs, 8 g.

4.5. Reactivaciéon de los liofilizados con y sin lioprotector

4.5.1. Hidratacion de los tratamientos liofilizados

Se tomaron 10 viales seroldgicos con material liofilizado, el cual se hidratd agregando
10 mL de medio hidratante (H-FR; ver cuadro 2), bajo flujo de CO,, esto se realiz6 en
una campana Labconco de bioseguridad con purificador de clase Il provista de rayos

ultravioleta, se colocaron en incubaciéon a 39 °C por 3 h, donde cada hora se
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homogeniz6 con 30 giros manuales en sentido de las manecillas del reloj,
posteriormente se procedi6 a medir pH y potencial redox de tres repeticiones,
adicionalmente se determind la concentracion de bacterias totales por medio de la

camara Petroff-Hausser.

4.5.2. Prueba del Numero Mas Probable (NMP)

La concentracién de bacterias celuloliticas se midié por el método NMP (Harrigan y
McCance, 1979). El in6culo tenia 3 h de incubacion pasando por el proceso de
hidratacion. Los tubos (100 x 14 mm) con medio de cultivo WC-FR se inocularon con
0.5 mL de cada tratamiento por quintuplicado realizando transferencias de 0.5 mL de la
dilucién 10 a 103, Se colocaron en incubacién a 39 °C por 10 dias. Para calcular un

rango estadistico con 95% de confiabilidad del NMP se utiliz6 la siguiente formula:

NMP/4.68 a NMP x 4.68

4.5.3. Prueba de degradacion in vitro del pasto Bermuda (Cynodon dactylon)

Se inocularon 7 tubos de cultivo (B-FR; ver cuadro 2) por tratamiento con 1 mL de los
liofilizados hidratados, posteriormente se coloc6 en incubacion a 39 °C por 72 h. Para
medir la capacidad de degradacién in vitro de la materia seca (% DEGMS) las muestras
se filtraron en papel filtro Whatman No. 541 con ayuda de una bomba de vacio (marca

Siemens, modelo: FE-1500L vacio de 500 mmHg) el pasto Bermuda no degradado, se
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secO a 60° C por 72 h en una estufa Riosa H8-62 y se pes6 para estimar por diferencia

de peso la cantidad de sustrato degradado, aplicando la siguiente formula:

gMSi—g Mn
g MSi

% DEGMS= x 100

Donde:
%DEGMS= porcentaje de degradacion in vitro de la materia seca
g MSi = g de materia seca inicial.

g MSn = g de materia seca no degradada

4.5.4. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV)

Se obtuvo (1 mL) de muestra de cada vial de la degradacion a las 72 h y se fijaron en
0.25 mL de &cido metafosférico (25 %; en una proporcion 4:1) en viales para centrifuga
Ependorff. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 18,800 x g por 10 min en
una centrifuga llettich EBA21, el sobrenadante se colocé en viales para cromatografia,
los AGV se analizaron en un cromatografo Perkin Elmer modelo Clarus 500 con
detector de ionizacion de flama (FID); las condiciones del analisis fueron: 1uL de
volumen de inyeccion; columna 15 m x 0.32 mm (Elite FFAP; temperatura de 130 °C en
horno, 250 °C en inyector y 250 °C en columna; se uso nitrbgeno como gas acarreador
(flujo 8 mL min™); hidrégeno y oxigeno como gases para generar flama (flujo 45 y 450

mL min-1; con tiempos de retencién de 1.26 min para acetato, 1.60 min para propionato
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y 2.09 para butirato, la concentracion de &cidos grasos volatiles es en unidades

miliMolar (mM).

4 .5.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 un disefio completamente al azar, usando el
procedimiento GLM de SAS® (2011) y la comparacién mdltiple de medias fue con el

meétodo de Tukey (a=0.05). EI modelo estadistico fue:

Yi=H+Ti+E
Doénde:
Yik = Variable de respuesta en el i-ésimo crioprotector y j-ésima repeticion.
M = Media general.
T, =Efecto del i-ésimo dia.
€ij = Error aleatorio, el cual se supone normalmente distribuido con media 0 y varianza

o>,

4.6. Resultados

4.6.1. Diferencias entre el fluido ruminal antes y después de centrifugar

El Cuadro 4 muestra las diferencias en la concentracion de bacterias totales, pH y
potencial redox entre fluido ruminal fresco (FRF) y después de centrifugar (FRC). El
proceso de centrifugacion no afecto (p>0.05) la concentracién de bacterias totales, ni el
potencial redox. Sin embargo, el FRF presenté un pH de 6.1 que fue diferente (p<0.05)

al FRC (5.9).
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Cuadro 4. Diferencias entre el Fluido Ruminal antes (FRF) y después de Centrifugarlo
(FRC).

Fluido Ruminal [Bacterias] pH Redox
FRF 8.1x10%% 6.12 -138.232
FRC 5.6 x10% 5.9° -138.13%
EEM 8.26 0.03 4.69

a, b, Medias en una columna con distinta literal son diferentes (p<0.05).
FRF, fluido ruminal sin centrifugar; FRC, Fluido ruminal centrifugado (a 1157 g); EEM: error estandar del

valor promedio; [Bacterias], concentracién de bacterias totales; Redox, potencial de 6xido-reduccién.

4.6.2. Estimacion de la eficiencia de liofilizado por cada 100 mL de medio producido

El Cuadro 5 muestra la eficiencia de produccion mediante el procedimiento de
liofilizado. No hubo diferencias entre tratamientos (p>0.05), sin embargo, el tratamiento
dimetilsulfoxido (DMSO) cuantifico la mejor eficiencia de recuperacion de liofilizado
(0.24 g 100 mL %), y el carbén activado fue el segundo tratamiento con mayor eficiencia
gue el testigo. Aunque se agregue lioprotectores a los medios de cultivos a liofilizar

estos no afectan los pesos de liofilizado.

Cuadro 5. Eficiencia de liofilizado por cada 100 mL de medio producido.

Tratamientos Liofilizado recuperado (g 100 mL™)
Testigo 0.20
Dimetilsulfoxido (DMSO) 0.24
Carbén activado (CA) 0.23
EEM 0.01

No se encontraron diferencias estadisticas (p>0.05).

EEM, error estandar del valor promedio.
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4.6.3. Medicidn de la concentracion bacterias totales, celuloliticas, pH y potencial redox

del liofilizado hidratado.

El Cuadro 6 muestra la concentracion de bacterias totales, bacterias celuloliticas, pH y
potencial redox, para los tres tratamientos. Para las variables determinadas el
tratamiento DMSO fue diferente (p<0.05) al testigo y CA. El DMSO tuvo la mayor
concentracion de bacterias totales 5.3X10*° mL™ de cultivo mejorando la concentracion
en 3.5X10"° bacterias mL1 de cultivo con respecto al testigo, el pH para DMSO fue
diferente (p<0.05) (7.05), con respecto al testigo (6.95) y CA (6.94), pero el potencial

redox no fue diferente (p>0.05) entre tratamientos.

También se reportan (Cuadro 6) las estimaciones del nimero mas probable de
bacterias celuloliticas para cada tratamiento, de acuerdo a la férmula del NMP
(Harrigan y McCance, 1979), con un limite de confianza del 95% (Cochran, 1950) solo
se realizd una repeticion por tratamiento. Para DMSO la concentracion de bacterias
celuloliticas 2.8x10° mL™ cultivo es fue mayor numéricamente con respecto al testigo
(0.024x10°) y al CA (0.0002x10°. Alcanzando una concentracién minima y maxima de
(8.4x10°) y (9.2x10%) el DMSO, el testigo (7.0x10% y (0.7x10") y el CA tiene un minimo

de (0.06x10%) y un maximo (0.6x10°).
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Cuadro 6. Concentracién de bacterias totales, bacterias celuloliticas, pH y redox del
liofilizado hidratado al momento de inocular.

Tratamiento [BT] [BC] pH Redox
Testigo 1.8x10™% 0.024x10° 6.95° -33.372
DMSO 5.3x10%%2 2.8x10° 7.052 -28.47°

CA 0.09x10%0° 0.0002x10° 6.94° -35.272
EEM 0.76 0.02 1.43

a, b, c.

; Medias en una columna con distinta literal son diferentes (p<0.05), EEM, error estandar del valor
promedio. DMSO, dimetilsulfoxido; CA, carbdn activado; [BT] concentracién de bacterias ruminales
totales; [BC] concentracion de bacterias celuloliticas, no se estim6 el EEM porque se utilizé una sola

repeticion por tratamiento, para verificar la viabilidad y actividad y estimar la concentracion celulolitica.

4.6.4. Prueba de degradacion in vitro de la materia seca de pasto Bermuda

El Cuadro 7 muestra el efecto de lioprotectores en el inéculo utilizado para la prueba de
degradacion in vitro. EI pH del medio cambia con la utilizacién de los lioprotectores
presente en la conservacion del inéculo fluido ruminal. Lo anterior se concluye porque
los tratamientos DMSO y CA no presentaron diferencias entre ellos (p>0.05); pero
ambos son diferentes (p<0.05) al testigo. El potencial redox fue diferente entre los
lioprotectores (p<0.05); sin embargo, cada lioprotector no fue diferente al testigo
(p>0.05). Los niveles redox y pH se reflejaron en la degradacion in vitro de la materia
seca (% DEGMS) porque el testigo presentd el mayor nivel de degradacion (54.98%) y
fue diferente (p<0.05) al resto de los tratamientos. El uso de los lioprotectores DMSO o
CA no cambia el nivel de %DEGMS, al no haber diferencias entre tratamientos

(p>0.05).
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Cuadro 7. Efecto de los lioprotectores en el in6culo fluido ruminal sobre las variables de

degradacion in vitro

Variable Testigo DMSO CA EEM
%DEGMS 54.982 33.97° 42.13° 2.66
pH 6.54° 6.622 6.582 0.01
Redox -196.10%° -147.42% -214.52° 10.69

a,b, valores promedio con distinta letra en una misma hilera son estadisticamente diferentes (p < 0.05);

EEM, error estandar del valor promedio; DMSO, dimetilsulfoxido, CA, carbdn activado; %DEGMS,

porcentaje de degradacion de la materia seca a 72 h de incubacion; pH, potencial de hidrogeno medido a

las 72 h de incubacion; Redox, Potencial de 6xido-reduccion (mVRel).

4.6.5. Produccion de acidos grasos volatiles (AGV)

El Cuadro 8 muestra la concentracion total e individual de los principales AGV. Los

acidos acético y butirico no presentaron diferencias entre tratamientos (p>0.05). Sin

embargo, los lioprotectores disminuyeron la produccion de acido propidnico respecto al

testigo (p<0.05). Sin embargo la produccion total de &cidos grasos volatiles no afect6

por el tipo de lioprotector utilizado.
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Cuadro 8. Participacion de los acidos acético, propiénico y butirico en la concentracion
final de &cidos grasos volatiles (%)

Tratamiento Acético, % Propiodnico, % Butirico, % AGV total, %
Testigo 62.33% 22.62° 15.05° 87.74%
DMSO 62.84° 16.08" 21.08% 77.68%

CA 65.63% 18.55" 15.82° 84.25?
EEM 0.87 0.73 1.11 2.24

a, b, valores promedios en una columna con distinta literal son diferentes estadisticamente (p < 0.05);
Acético%, Propiodnico%, Butirico%, concentracion en (mM) de los acidos grasos volatiles a 72 h de
incubacion. AGV, acidos grasos volatiles totales a las 72 h de incubacién (mM). EEM, error estandar del

valor promedio.

4.7. Discusion

Previamente en el capitulo 2 se reportd que no hubo diferencias (p>0.05) entre FRF y
FRC en la concentracion de bacterias totales y potencial redox; por lo que se asume
gue las bacterias ruminales totales permanecen viables para su utilizacibn como
in6culos. El pH mostré diferencias (p<0.05) teniendo el mismo comportamiento de

acidificacion por efecto de la centrifugacion.

Una de las variables importantes en este experimento fue la eficiencia del liofilizado
producido por cada 100mL de medio de cultivo. El DMSO numéricamente fue mas alto
(0.24 g 100 mL™;) con respecto a los otros dos tratamientos sin mostrar diferencias
significativas (p>0.05). Sin embargo, la produccion de liofilizado del tratamiento Testigo

(sin lioprotector) fue de 0.20 g 100 mL™, similar a lo obtenido por (Rodriguez-Carrillo,
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2009), asi mismo, Cobos et al. (2004) obtuvo 0.17 g de masa bacteriana liofilizada de

Clostridum sordelli y 0.26 g de Peptostreptococcus tetradius L™ de cultivo producido.

Los procesos de conservacion a largo plazo mayormente estan basados en gran parte
en lo empirico donde particularmente se dificulta hacer comparaciones y aplicar los
datos reportados en la literatura (Hoefman, et al.,, 2012). Algunos de los factores
pueden afectar la viabilidad y actividad de una cepa bacteriana en el proceso de
conservacion son: la contaminacion, mantener nimeros exponenciales de la poblacion
bacteriana y que deba mantener su estabilidad genética (Morales-Garcia, et al., 2010).
El DMSO puede presentar un efecto de accion coligativa donde a mayor nivel de
inclusién del lioprotector puede presentar mayor sobrevivencia de bacterias (McGann,
1978). Carvalho et al. (2004) reportan que diferentes especies de un género de
bacterias pueden presentar comportamientos desiguales en los procesos de
conservacion, también el tamafio de la célula a proteger puede marcar una diferencia
en la técnica de conservacion, por ejemplo, en los enterococos pueden ser mas
resistentes que los lactobacilos, esto es debido al area superficial de la célula, entre
mas grande sea, mayor sera el dafio causado por la formacién de cristales de hielo en

el proceso de congelacion.

Miyamoto-Shinohara et al. (2008) sefialan que las tasas de sobrevivencia durante el
almacenamiento de las especies Gram negativas son mas bajas que las Gram
positivas, también la estructura de la pared y membrana celular estan relacionada a la

sobrevivencia, la presencia de polisacaridos extracelulares y el acido teicoico estan
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relacionados directamente con la tasas de sobrevivencia ya que esta tiende a disminuir

la recuperacion de células viables.

Portner et al. (2007) liofilizaron cultivos de Campylobacter jejuni utilizando diferentes
lioprotectores, donde su concentracion de bacterias al momento de liofilizar fue de
6.7x10° UFC mL™; posteriormente un mes después de almacenadas las cepas
realizaron conteos viables de 5.1x10° y 1.9x10° UFC mL™ a los 2 meses de
almacenado, esto por efecto de la trehalosa al 10% usada como lioprotector. Para este
experimento se utilizaron lioprotectores diferentes el DMSO y CA, los resultados
obtenidos en el presente estudio fueron mayores, donde la concentracion de bacterias
totales del inoculo antes de liofilizar (concentraciones de bacterias en FRC; ver cuadro
3) presento un exponencial de (10'° bacterias mL™), y en la reactivacién del liofilizado

la poblacién bacteriana tuvo la misma base exponencial.

Se puede considerar que el DMSO tiene capacidad lioprotectora de bacterias ruminales
totales, y se observa una importante conservacion de bacterias celuloliticas con una
concentracion de 2.8x10° bacterias mL™, y una diferencia numérica respecto al testigo
0.024x10° bacterias mL™, con respecto al CA la concentracién fue de 0.0002x10° este
resultado fue menor a lo obtenido por Sanchez-Santilldn (2014), él reporta una
concentracién de bacterias totales 9.58x10% mL™ de inoculo utilizando CA y 31.82%
DEGMS. En este caso fue mayor el % DEGMS (42.13%) utilizando el mismo

lioprotector.
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Se evaluo la capacidad de degradacion de la materia seca in vitro del inoculo de
bacterias ruminales totales conservadas por liofilizacion con y sin crioprotector. En los
rumiantes, la digestion de las paredes celulares de las plantas se lleva a cabo por
bacterias celuloliticas, debido a que ocurre una asociacion de ésta con la pared celular,
rica en celulosa (Bhat, et al., 1990). El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el
efecto de dos lioprotectores en un inoculo de bacterias ruminales totales, como se pudo
observar en los resultados anteriores (cuadro 7), el inoculo de bacterias ruminales
totales conservadas por liofilizacion con dos tipos de lioprotectores mas el (T)
conservaron su capacidad genética para poder generar las enzimas necesarias para
degradar celulosa. Estas enzimas son: celulasas, Exo-1-4-B-D-Glucanasas, Endo-1-4-

B-D-Glucanasas, B-Glucosidasas, (Bhat y Bhat, 1997; Galindo et al., 2004).

En liguido ruminal estan presentes varias enzimas, donde el pH para cierta actividad o
diferentes sustratos se encuentran separados entre si, es por eso que los
microorganismos muestran sus diferentes adaptabilidades en rumen (Galindo, et al.,
2004), esto se puede observar por la modificaciéon del pH al finalizar la prueba de
degradacion, causado por la adiciébn de los lioprotectores lo cual puede limitar la

regulacién del crecimiento de bacterias y su actividad degradadora.

Stewart (1997) y Galindo et al. (2004) definen que la degradacion de la MS esta dada
por la actividad celulolitica a partir de fluido ruminal como inoculo, sin embargo esta
actividad puede cambiar mostrando una actividad enzimatica mayor cuando se tiene un

pH de 6.5, esto parece tener sentido con lo sucedido en este trabajo ya que el
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tratamiento (T) obtuvo mayor porcentaje de degradacion que los otros dos tratamientos
DMSO y CA, el pH fue el idéneo (6.54) para una mayor actividad enzimética tal como lo

reporta (Stewart,1997 y Galindo et al., 2004)

La adicion de DMSO y CA no modifican el perfil de &cidos acético y butirico, con
respecto al testigo, pero si para el 4cido propionico, ya que con la adicion de estos
lioprotectores se encontraron concentraciones menores (16.08 y 18.55%)
respectivamente, siendo diferentes (p<0.05) con respecto al (T) (22.62%). Cabe
mencionar que en la literatura no existe informacién alguna sobre la produccién de
acidos grasos volatiles a partir de una prueba in vitro utilizando como indculo bacterias

ruminales totales conservadas por liofilizacion con estos dos lioprotectores utilizados.

4.8. Conclusiones

a. La produccion de material bacteriano liofilizado no se ve afectada con respecto a
la adicion de lioprotectores.

b. Se puede concluir que el uso de lioprotectores preserva bacterias ruminales
totales, sin perder su actividad metabdlica.

c. La degradacion de papel Whatman fue positiva para la actividad celulolitica de
las bacterias liofilizadas.

d. El uso de lioprotectores no aumenta el porcentaje de degradacion de la materia
seca, pero las bacterias ruminales totales con carbén activado muestran mayor

degradacion que con el uso de dimetilsulfoxido.
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5. CAPITULO 4. EFECTO DEL TIEMPO DE HIDRATACION SOBRE LA
CONCENTRACION DE BACTERIAS RUMINALES LIOFILIZADAS CON Y SIN

LIOPROTECTORES

José Carlos Escobar Espafia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

5.1. Resumen

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de hidratacion,
determinando la concentracion de bacterias ruminales totales cada 3 h durante 24 h. El
disefio estadistico para la concentracién de bacterias totales fue un disefio en parcelas
divididas en el tiempo, con tiempo de incubacibn como parcela grande y tipo de
lioprotector como parcela chica. Los tratamientos fueron: testigo (T), dimetilsulfoxido
(DMSO) y carbdén activado (CA). El analisis de varianza mostr6 que no existe
interaccidon entre tratamientos y tiempos de medicién de la concentracién de bacterias
totales; de modo que se analizé por factor principal. No se encontraron diferencias
estadisticas en la concentracion de bacterias totales con respecto al tiempo (p>0.05).
Se determin6é que el mejor tiempo de hidratacion fue a las 5 h, debido a la
concentracion maxima de bacterias ruminales totales alcanzada en los tres

tratamientos.

Palabras claves: medio de hidratacion, reactivacion, liofilizado, tiempo de hidratacion y

lioprotectores.
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EFFECT OF MOISTURE ON TIME IN THE CONCENTRATION OF RUMINAL

BACTERIAS WITH AND WITHOUT RUMINAL LYOPHILIZED LYOPROTECTANTS

José Carlos Escobar Esparfia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

5.2. Abstract

The objective of this investigate was to evaluate the effect of hydration, determining the
concentration of total rumen bacteria every 3 h for 24 h. The statistical design for the
concentration of total bacteria was a design in split plots in time, with incubation time as
large plot and type of lyoprotectant as small plot. The treatments were: control (T),
dimethyl sulfoxide (DMSO) and activated charcoal (AC). The analysis of variance
showed no interaction between treatment and time of measuring the concentration of
total bacteria; so he analyzed by principal factor. No statistical differences in the
concentration of total bacteria over time (p>0.05). It was determined that the best
hydration time was 5 h, due to the high concentration of total rumen bacteria achieved

in all three treatments.

Keywords: Hydration media, recovery, lyophilized, hydration time and lyoprotectants.
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5.3. Introduccién

Se han realizado trabajos de investigacion en el area de conservacion de
microorganismos por liofilizacién, (Choate y Alexander, 1967). Uno de los puntos con
mayor énfasis es la tasa de recuperacion de microorganismos por rehidratacion, (Font
de Valdez et al., 1985; Teixeira et al., 1995; Yi-Chieh, et al., 2004; Hsi-Chia et al., 2006)
El proceso de rehidratacion o reconstitucion del liofilizado se divide en cuatro etapas:
humectacion, inmersion, dispersion y disolucion; sin embargo existen parametros
directos que pueden intervenir en el proceso como: el agente protector, composicion
del medio de hidratacién, osmoralidad, pH, temperatura, volumen y tiempo de
hidratacion; de tal manera que estos aspectos se reflejan en la tasa de sobrevivencia
de microorganismos (Zhao y Zhang, 2005; Muller et al., 2010). La hidratacion se
considera un proceso primordial para poder recuperar microorganismos liofilizados con
mayor tasa de sobrevivencia (Costa et al., 2000) Teixeira et al. (1995) encontraron
diferencias en la tasa de recuperacion con dos tipos de hidratacion (remojar (soaking) y
sacudir (shaking)) de 7.95 y 7.28 CFU mL™ respectivamente en Lactobacillus
bulgaricus incubandolos a 20 °C. El procedimiento de remojo limita la cantidad de
shock por estrés osmoético siendo un factor importante para el porcentaje de
sobrevivencia. El determinar la causa de muerte en los microorganismos por la
liofilizacién, la proteccion del mismo o por el dafio sufrido durante el proceso, es
complejo (Font de Valdez et al., 1983). En base a lo anterior, el objetivo de este ensayo
fue evaluar el efecto del tiempo de hidratacion, en la concentracion de bacterias

ruminales totales por 24 h a intervalos de 3 h.
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5.4. Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia
ruminal y Genética microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del colegio de
postgraduados, el cual se encuentra ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de

México.

5.4.1. Variables a evaluar

v" Concentracion de bacterias totales.

v Tiempo éptimo de hidratacion con base en la concentracion de bacterias totales.

5.4.2. Preparacion de medios de cultivo

Se preparé 400 mL de medio de cultivo (GC-FR) para hidratacion, el cual se verti6 (10
mL) en tubos de cultivo (150 x 18 mm), se prepar6 1,000 mL; siguiendo la metodologia

de Cobos y Yokoyama, (1995), (ver Cuadro 9).
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Cuadro 9. Composicion del medio de cultivo para la hidratacion de liofilizado anaerobio.

Componente 100mL. GC-FR
Agua destilada 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)' 30.0
Solucién mineral | (mL)" 5.0
Solucién mineral Il (mL)" 5.0
Rezasurina 0.1% (mL)" 0.1
Peptona de soya (g) 0.2
Cisteina-sulfido (mL)" 2.0
Extracto de levadura (g) 0.1
Carbonato de sodio, sol a 8% (mL)"" 5.0
Glucosa 0.9
Celobiosa (g) 0.9

I. Liquido ruminal fresco, se filtr6 con una manta de cielo, se centrifugo a 12,857 g/ 10 min y se esterilizo
15 min/ 15 PSI /121 °C; el proceso se llevé a cabo dos veces.

II. Contiene (1 L) K;HPOy, 6 g.

[ll. Contiene (1 L) KH,POy4, 6 g; (NH4)2SO04, 6 g; NaCl, 12 g; MgSOQ,, 2.45 g; CaCl-2H,0, 1.6 g.

IV. Agregar 0.1 mL de solucién (1%) en agua destilada, aforar a 100 mL.

V. 3.125 g de L-Cisteina (disuelta en 2N NaOH hasta pH 10), mas 3.125 g de Na,S.9H,0; la mezcla se
aforo a 250 mL con agua destilada y se esterilizo 15 min/ 15 PSI/ 121 °C.

VI. Contiene (100 mL) Na,COs3, 8 g.

5.4.3. Proceso de hidratacion del liofilizado

A partir de muestras liofilizadas se tomaron tres repeticiones de cada tratamiento para
hidratarlas con 10 mL de medio de hidratacién GC-FR (ver cuadro 1), bajo flujo de CO,,
posteriormente, se colocaron en incubacion a 39 °C, cada hora se procedié a mover
oscilatoriamente el hidratado para homogenizar la mezcla dandole 30 vueltas en el
sentido de las manecillas del reloj, los tiempos de medicion fueron alas 3, 6, 9, 12y 24

h.
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5.4.4. Estimacioén de la concentracion de bacterias totales

Se estimd la concentracion de bacterias totales al momento de la inoculacion por
triplicado. Se fij6 0.5 mL de muestra mas 0.125 pL de solucion fijadora isotdnica al 20%
(contiene: 54 mL de Formaldehido, mas 5 mL de sol. mineral | y 5 mL de sol. mineral I,
mas 36 mL de agua destilada) para medir su concentracidbn en un microscopio de
contraste Carl Zeiss a una magnificacion de 100X. El célculo se realiz6 con la siguiente
ecuacion:

[B] = (X) (FD) (2X10")
Donde:
[B] = Concentracion de bacterias por mL.
X = Media del conteo de bacterias.
FD= Factor de dilucién de la muestra (mL volumen total / mL de la muestra).
2X10'= Constante de la capacidad volumétrica de la camara Petroff-Hausser.

1 mL= [1,000 mm?*/ (0.05 mm x 0.05 mm x 0.02 mm)] es igual a 20, 000,000.

5.4.5. Andlisis estadistico

Para el analisis estadistico de la concentracion de bacterias totales se utilizd un disefio
en parcelas divididas en el tiempo, con tiempo de incubaciébn como parcela grande y
tipo de lioprotector como parcela chica, usando el procedimiento GLM de SAS® (2011).

El modelo estadistico fue:

Yik = p + Ci+ j + Dy + (CB)ix + sijk
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Dénde:

Yik = Variable de respuesta

u = Media general

A; = Efecto del tiempo de incubacion en su nivel i

& = Error asociado con tiempo de incubacion, E(C).

Bk = Efecto del tipo de crioprotector k

(AB)i = Efecto de la interaccion tiempo de incubacion*tipo de crioprotector nivel i, k

giik = Error aleatorio asociado con tipo de crioprotector, E(D).

5.5. Resultados

5.5.1. Estimacion de la concentracion de bacterias en base a diferentes tiempos de

hidratacion

El analisis de varianza mostré que no existe interaccion entre tratamientos y tiempos de
medicion de la concentracion de bacterias totales; de modo que se analizé por factor
principal. EI Cuadro 10 y Cuadro 11 muestran la concentracién de bacterias totales
durante la hidratacion del in6culo liofilizado usando 2 tipos de lioprotectores. Los
lioprotectores DMSO y CA usados en el proceso de liofilizacion de fluido ruminal no
afectaron (p>0.05) la concentracion de bacterias totales durante la hidrataciéon del
liofilizado hasta las 24 horas (Cuadro 1) respecto al testigo. El tiempo de medicién no
afecta la concentracion de bacterias totales durante la hidratacion de fluido ruminal

usando diferentes lioprotectores (Cuadro 2).

54



Cuadro 10. Concentraciéon de bacterias totales en la hidrataciéon de fluido ruminal
liofilizado con diferentes lioprotectores.

Tratamientos Concentracion de bacterias totales
Testigo 3.56 x10%°
DSMO 3.61 x10™
CA 3.43 x10%

No se encontraron diferencias (p<0.05).

Cuadro 11. Concentracion de bacterias totales a diferentes tiempos de hidratacién de
liofilizado.

HORA Concentracién de bacterias totales
0 5.00 x10*°
3 0.99 x10*°
6 3.20 x10%°
9 4.41 x10*°
12 2.75 x10"°
24 3.28 x10™°

No se encontraron diferencias (p<0.05).

5.5.2. Comportamiento de las concentraciones de bacterias totales a diferentes

horarios

En la figura 1 se observan los promedios de concentraciones de bacterias de los tres
tratamientos, el analisis de los datos no arrojo ninguna diferencia (p>0.05), todas las
concentraciones estan homologadas a la misma base exponencial (10*°), a partir de
estos datos se generd una grafica para poder observar el comportamiento exponencial

de las bacterias a diferentes tiempos de medicion.
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Figura 1. Crecimiento de bacterias ruminales totales en hidratacion durante 24 h

5.6. Discusién

Se evaluo el efecto de hidratacion en relacion a la concentracion de bacterias totales
mL™ de cultivo. En los resultados no se observé diferencias al incluir un lioprotector con
respecto al testigo, esto indica que la concentracion de bacterias no se ve afectada por

la inclusion de agentes protectores como el DMSO y el CA.

Al obtener un material liofilizado, el contenido de humedad es importante ya que de

este depende la viabilidad de la cepa; se ha observado que a mayor humedad la
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actividad y viabilidad es menor, y por el contrario un sobre secado también disminuyen

la actividad y viabilidad de la cepa liofilizada (Yi-Chieh et al., 2004).

En investigaciones pasadas no se describia especificamente los procesos de
rehidratacion o condiciones de los medios, donde simplemente se apoyaban con
comparaciones de procedimientos alternativos (Leach y Scott, 1959; Teixeira et al.,
1995). Muller et al. (2010) sefialan que los parametros como la calidad del liofilizado, la
composicion de los agentes protectores, la cantidad de humedad presente en el
material liofilizado, el medio de rehidratacion, la osmoralidad, pH y las fuentes de
energia, la temperatura, tiempo y volumen de rehidratacion afectan la tasa de
recuperacion y supervivencia; sin embargo en este experimento resulta dificil medir
todas estas variables, por lo tanto solo se midié la concentracion de bacterias a en

diferentes tiempos.

La reconstitucion del liofilizado con medio hidratante fue igual al volumen original de
medio de cultivo antes de liofilizar (10 mL) tal como lo reportado por Costa et al. 2000
donde tiene un volumen original de 5 mL y reconstituye su liofiizado con 5 mL de
medio hidratante y sefiala que si aumentas el volumen del medio de hidratacién

decrece la viabilidad antagonista.

5.7. Conclusion

a) El tiempo de hidratacion optim6 en base a la maxima concentracion de bacterias

totales fue de 5 h.
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b) Los agentes protectores no influyeron sobre la concentracion de bacterias
totales.
c) No hubo diferencias en la concentracidbn de bacterias totales entre los

tratamientos
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6. CAPITULO 5. DEGRADACION IN VITRO DE LA MATERIA SECA DEL PASTO
BERMUDA (CYNODON DACTYLON) INOCULADO CON BACTERIAS RUMINALES

TOTALES LIOFILIZADAS CON Y SIN LIOPROTECTORES

José Carlos Escobar Espafia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

6.1. Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar el porcentaje de degradacion in vitro de
materia seca (% DEGMS) inoculada con bacterias ruminales totales liofilizadas e
hidratadas a 5 h. Los tratamientos fueron: testigo (T), dimetilsulfoxido (DMSO) y carbon
activado (CA). El disefio experimental fue completamente al azar. El tratamiento CA
presento el mayor %DEGMS (p<0.05) con respecto al (T) y (DMSO), pero la
concentracion de bacterias totales fue mayor en el T. El uso de (DMSO) modificé el
potencial redox. EI pH y la producciéon de &cidos grasos voléatiles totales no se
modificaron (p>0.05), asi como la concentracion de cada uno de ellos (acético,
propidnico y butirico). El uso de CA mejora el porcentaje de degradacion de la MS del

pasto Bermuda.

Palabras claves: degradacion in vitro, crioprotectores, Carbon activado, bacterias

ruminales.
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TEST DEGRADATION IN VITRO DRY MATTER OF (CYNODON DACTYLON)
BERMUDA GRASS INOCULATED WITH RUMINAL TOTAL BACTERIA WITH AND

WITHOUT LYOPROTECTANTS LYOPHILIZED

José Carlos Escobar Esparfia, MC.

Colegio de Postgraduados, 2015.

6.2. Abstract

The aim of this study was to determine the percentage of in vitro degradation of dry
matter (% DEGMS) total rumen bacteria inoculated with lyophilized and hydrated to 5 h.
The treatments were: control (T), dimethyl sulfoxide (DMSO) and activated charcoal
(AC). The experimental design was completely random. The AC treatment had the
highest % DEGMS (p<0.05) with respect to (T) and (DMSO), but the concentration of
total bacteria was higher in T. Using (DMSO) modified the redox potential. The pH and
total production of volatile fatty acids were not changed (P>0.05) and the concentration
of each them (acetic, propionic and butyric). Using AC improves the percentage of

degradation of DM Bermuda grass.

Keywords: in vitro degradation, cryoprotectants, activated charcoal, rumen bacteria.
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6.3. Introduccion

La técnica de digestibilidad in vitro puede ser usada para evaluar dietas completas, un
solo alimento y forrajes, simulando la fermentacion ruminal. Esta consiste en incubar en
lotes, y medir por diferencias los sustratos degradados, acumulacién de los productos
finales como gas, productos de la fermentacion y acidos grasos volatiles, puede ser a
diferentes tiempos, inoculados con fluido ruminal (Dhanoa et al., 2004). Por el contrario,
un sistema para estimar la digestibilidad in vivo, requiere de inversion en animales,
alimentos, y periodos prolongados de prueba, esto limita el uso de este tipo de

ensayos, (Lépez, 1998; lantcheva et al., 1999).

La celulosa, hemicelulosa, ligninas, pectinas, B-glucanos y &cidos fendlicos son
compuestos de la fibra contenida en gramineas y leguminosas (Bach y Calsamiglia,
2006). La alimentacién a base gramineas y leguminosas en rumiantes se lleva a cabo
por el mecanismo de fermentacién que ejercen los microorganismo del rumen, ya que
son capaces de hidrolizar los enlaces B-1-4 de la celulosa contenida en la fibra, las
bacterias celuloliicas mas predominantes son Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens y Rumincoccus albus (Weimer, 1996). Por tanto, el objetivo
de este capitulo fue determinar el porcentaje de degradacion in vitro de materia seca
inoculada con bacterias ruminales totales liofilizadas con o sin lioprotectores hidratadas

a5h.
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6.4. Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de Microbiologia
Ruminal y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del colegio de
postgraduados, el cual se encuentra ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de

México.

6.4.1. Variables a evaluar:

1. Concentracion de bacterias ruminales totales a final de la prueba de degradacion
2. Porcentaje de degradacion

3. pH

4. produccion de acidos grasos volatiles

5. potencial 6xido-reduccion

6.4.2. Medios de cultivos utilizados en la prueba de degradacién

Se prepar6é 300 mL de medio cultivo Bermuda (B-FR) (ver cuadro 12) siguiendo la

metodologia de Cobos y Yokoyama, (1995), se aseguré esterilidad por 72 h a 39 °C,
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Cuadro 12. Composicion del medio de cultivo para degradacion anaerobio.

Componente 100mL. B-FR
Agua destilada 52.6
Liquido ruminal clarificado (mL)® 30.0
Solucién mineral | (mL)® 5.0
Solucién mineral Il (mL)® 5.0
Rezasurina 0.1% (mL)" 0.1
Peptona de soya (Q) 0.2
Cisteina-sulfido (mL)® 2.0
Extracto de levadura (g) 0.1
Carbonato de sodio, sol a 8% (mL)® 5.0
Sustrato pasto Bermuda (g) 0.05

@ | iquido ruminal fresco, se filtré con una manta de cielo, se centrifugo a 12,857 g / 10 min y se
esterilizo 15 min/ 15 PS1 /121 °C; el proceso se llevé a cabo dos veces.

®_Contiene (1 L) 6 g de K,HPO,.

™ Contiene (1 L) 6 g de KH,PO,; 6 g de (NH,),SO,; 12 g de NaCl; 2.45 g de MgSOy,; 1.6 g de CaCl-
2H,0.

m (0.1 g de Rezasurina) aforar a un volumen final de 100 mL agua destilada calentar y para disolver y
esterilizar.

® 25 g de L-Cisteina (disuelta en NaOH 2N), mas 2.5 g de Na,S.9H,0; la mezcla se aforo a 100 mL
con H,O destilada y se esterilizo 15 min/ 15 PSI/ 121 °C.

®) Contiene 8 g de Carbonato de Calcio (Na,COs) en 100 mL de H,O destilada.

6.4.3. Prueba de degradacién

Previamente se hidrato el liofilizado y se puso en incubacion a 39 °C por 5 h, ya que
este fue el tiempo de hidratacién 6ptimo encontrado en el ensayo previo. Se utilizaron
24 tubos de cultivo de cultivo B-FR (150 x 18 mm) los cuales se inocularon con 1 mL de
liofilizado hidratado, 7 tubos por tratamiento (Testigo, DMSO y CA), y se incubaron por

72 h a 39 °C. Se mido pH y potencial redox al finalizar la prueba, ademas se determiné
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la concentracién de bacterias totales por medio de la camara Petroff-Hausser utilizando

un microscopio Carl-Zeiss a una magnificacion de 100X.

6.4.4. Medicién de la produccion de acidos grasos volétiles (AGV)

Se tomd6 una muestra (1 mL) de cada uno de los viales y se fij6 en 0.25 mL de acido
metafosférico (25%; en una proporcion 4:1) en viales para centrifuga Ependorff, las
muestras se centrifugaron a 18,800 g por 10 min en una centrifuga llettich EBA21, el
sobrenadante se colocé en viales para cromatografia, los AGV se analizaron en un
cromatégrafo Perkin Elmer modelo Clarus 500 con detector de ionizacién de flama
(FID); las condiciones de analisis fueron: 1uL de volumen de inyeccion; columna 15 m x
0.32 mm (Elite FFAP; temperatura de 130 °C en horno, 250 °C en inyector y 250 °C en
columna; se usé nitrégeno como gas acarreador (flujo 8 mL min™); hidrégeno y oxigeno
como gases para generar flama (flujo 45 y 450 mL min-1; con tiempos de retencion de
1.26 min para acetato, 1.60 min para propionato y 2.09 para butirato, la concentracion

de acidos grasos volatiles es en unidades miliMolar (mM).

6.4.5. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utiliz6 un disefio completamente al azar, usando el
procedimiento GLM de SAS® (2011) y la comparacién mdltiple de medias fue con el

método de Tukey (a=0.05). El modelo estadistico fue:

Yij= M+ T+ &
Donde:
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Yik = Variable de respuesta en el i-ésimo tratamiento y j-ésima repeticion.

M = Media general.

1; =Efecto del i-eésimo dia.

€ = Error aleatorio, el cual se supone normalmente distribuido con media 0 y varianza

o2

6.5. Resultados

6.5.1. Evaluaciéon de la viabilidad y actividad del inoculo fluido ruminal reactivado, y

concentracion de AGV.

El Cuadro 13 muestra el efecto de los lioprotectores en el inoculo fluido ruminal sobre
las variables de degradacion in vitro. EI pH y la produccion de AGV totales no se
afectaron (p>0.05) con la inclusion de los lioprotectores con respecto al testigo, pero la
concentracion de bacterias se afectd (p<0.05) con la inclusién de estos, sin embargo el
% DEGMS fue diferente (p<0.05) en CA con respecto al testigo y DMSO. EIl potencial
redox se modific6 con la inclusién del DMSO causando diferencias (p<0.05) con
respecto al testigo y CA. No hubo diferencia (p<0.05) en la concentracion de acético,

propiénico o butirico (Cuadro 14).

66



Cuadro 13. Efecto de los lioprotectores en el indculo fluido ruminal sobre las variables
de degradacion in vitro.

Variable Testigo DMSO CA EEM
[Bacterias] 9.8X10% 3.1X10% 4.5X10% 0.89
%DEGMS 24.90% 20.71° 28.502 1.20

pH 6.75% 6.77% 6.77% 0.47
AGV 57.872 53.442 58.86° 1.33
Redox -260.48"° -132.782 -256.22° 20.66

a,b, valores promedio con distinta letra en una misma hilera son estadisticamente diferentes (p<0.05);
DMSO, dimetilsulfoxido, CA, carbén activado; EEM, error estandar del valor promedio; [Bacteria]
concentracién de bacterias totales a las 72 h de la degradacién; %DEGMS, porcentaje de degradacién
de la materia seca a 72 h de incubacién; pH, potencial de hidrogeno medido a las 72 h de incubacion;
AGYV, acidos grasos volétiles totales a las 72 h de incubacion (mM); Redox, Potencial de éxido-reduccién
(mVRel).

Cuadro 14. Participacion de los &cidos acético, propiénico y butirico en la concentracion
final de &cidos grasos volatiles (mM).

Tratamiento Acético, % Propionico, % Butirico, %
Testigo 56.62 19.22 24.15
DMSO 51.42 20.10 28.47

CA 58.87 19.18 21.96
EEM 1.36 0.36 1.59

No se encontraron diferencias (p<0.05); Acético%, Propionico%, Butirico%, concentracién en mM de los
acidos grasos volatiles a 72 h de incubacion.

EEM, error estandar del valor promedio.
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6.6. Discusion

Kapp et al. (1976) dice que la digestibilidad in vitro es uno de los parametros mas
evaluados y utilizados como indicadores de valores nutritivos de los alimentos. Este
capitulo comprende determinar el porcentaje de degradacion in vitro de materia seca
inoculado con bacterias ruminales totales liofilizadas y que fueron hidratadas por 5 h,
sin embargo los porcentajes de degradacion fueron bajos. El tratamiento CA fue mejor
con respecto al Testigo y al DMSO, los % DEGMS demuestran que hubo actividad

celulolitica y produccion de acidos grasos volatiles.

Miranda et al. (1999) menciona que la actividad celulolitica se puede ver por la
degradacion de la celulosa. Malik, (1990) expresa que las recuperaciones de
sobrevivencia se comprueban antes de liofilizar, inmediatamente después de liofilizar y
después de un periodo de almacenamiento para poder hacer un recuento de la
viabilidad; en el caso de esta prueba se realizaron pruebas de viabilidad antes y

después de liofilizar encontrando viabilidad en ambas fases.

Kapp et al. (1979) realizaron un experimento de digestibilidad in vitro de Materia Seca
de granos de maiz, donde utiliz6 como inoculo fluido ruminal fresco liofilizado sin
lioprotectores, replico tres veces el experimento obteniendo digestibilidades diferentes
en cada replicacion, los resultados en este experimento se asemejan a los obtenidos
en esta prueba y a los del capitulo 3 ya que dio % de DEGMS diferentes en los dos

trabajos realizados.

Malik, (1990) reporta viabilidad de especies de bacterias purpuras no sulfdricas y

bacterias Gram-negativas antes y después de liofilizar midiendo por conteos de

68



bacterias viables presentes antes y después de liofilizar, obtuvo antes de liofilizar
concentraciones de bacterias (Log10°) y después de reactivarlas (Log10°). Como se
puede observar en el capitulo 2, las concentraciones de bacterias alcanzadas son de
10" mL™? de cultivo para los tres tratamientos antes de liofilizar, en este caso se
obtuvieron concentraciones de bacterias al final de la prueba de degradacién de 10°
mL-! de cultivo. Se puede asumir que el % de DEGMS en pasto Bermuda por el
tratamiento CA fue mejor que el testigo y DMSO debido a que una parte de la poblacion
de bacterias ruminales totales son celuloliticas y por ende degradaron el pasto. En el
caso de la variable de potencial redox, disminuye con la adicion de DMSO como

lioprotector en comparacion con el Ty CA.

En este experimento la concentracion total y la del acido acético, propionico y butirico

no fueron diferentes entre tratamientos.

6.7. Conclusiones

a) Los lioprotectores dimetilsulfoxido y carbon activado adicionados como agentes
de conservacion en el proceso de conservacion mantienen la viabilidad y
actividad de las bacterias ruminales totales.

b) El carbén activado incremento el porcentaje de degradacion.

c) El pH no se ve modificado por la utilizacion de agentes lioprotectores al finalizar
la prueba de degradacion.

d) El uso del dimetilsulfoxido como lioprotector modifica el potencial redox.
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e) El uso de lioprotectores en este caso no modifica la produccién de acidos grasos
volatiles totales y la participacion de cada uno de ellos (acético, propionico y

butirico).
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7. CONCLUSIONES GENERALES

. El in6éculo de bacterias ruminales totales a partir de fluido ruminal fresco se
puede utilizar centrifugado para su manipulacién y mantiene las condiciones de
anaerobiosis.

. La produccion de liofilizado no aumenta sustancialmente con la utilizacion de los
lioprotectores.

. El fluido ruminal sin lioprotectores tiene la propiedad de conservar bacterias
ruminales totales.

. El uso de lioprotectores mantiene la viabilidad y la actividad de un consorcio de
bacterias ruminales totales.

. También se mantiene viables bacterias celuloliticas conservadas en la poblacion
bacteriana total liofilizada, demostrado por la actividad de degradacion de la
celulosa del papel Whatman.

. Las bacterias ruminales totales conservadas sin ningun lioprotector mantienen
su viabilidad y actividad fermentativa.

. El lioprotector carbon activado puede mejorar el porcentaje de degradacion de

pasto bermuda en comparacién con los otros dos tratamientos.
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