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EVALUACION DE UN INOCULO BACTERIANO PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ACIDOSIS LACTICA

Isabel Torres Salas, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2021

RESUMEN

Los rumiantes tienen capacidad para degradar los forrajes lo cual es una ventaja para
transformar alimentos en productos de alta calidad. El exceso de demanda por estos
productos ha provocado que los ganaderos alimenten a los animales con concentrados
para incrementar su produccion. Esta practica trae problemas en el ambiente ruminal
como la acidosis, causada por la produccion de acidos organicos, como el acido lactico
debido a la fermentacion por exceso de almidén en dietas y puede llegar a ser mortal
en rumiantes. El objetivo fue aislar una bacteria del rumen vy utilizarla en el control y
tratamiento de la acidosis. Se aislé una enterobacteria del rumen de una vaca canulada
y se midieron las variables fermentativas y microbioldgicas (pH, produccion de acido
lactico, acidos grasos volatiles y conteo bacteriano) para conocer el comportamiento en
un proceso de acidosis, ademas se hizo una comparacién con bicarbonato de sodio, un
buffer utilizado en el control de dicho trastorno digestivo. La enterobacteria (EB) tiene
una produccion de acido lactico que mantiene el pH del medio en 6, mientras que con
liquido ruminal fresco, el pH disminuye y acidificar el medio. Con bicarbonato hay una
capacidad buffer muy marcada, pues, a pesar de que hay una cantidad importante de
acido lactico, el pH nunca se acidificO manteniéndose arriba de 6. La produccién de
acidos grasos volatiles (AGV) fue mayor en los tratamientos donde el pH disminuyé por
el incremento de las proporciones de acidos propionico y butirico principalmente. La EB
presentd cierto potencial para disminuir la acidosis ruminal; sin embargo, su actividad
no fue suficientemente importante para encontrar efectos significativos en el control de
la acidez. Se sugiere que la EB se combine con alguna levadura para que potencialice

su efecto pues en este no se observé en cocultivo con bacterias ruminales.
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EVALUATION OF A BACTERIAL INOCULUM FOR THE TREATMENT OF LACTIC
ACIDOSIS

Isabel Torres Salas, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2021

ABSTRACT

Ruminants have the ability to degrade forages which is an advantage in transforming
foods of low nutritional value into high quality products for humans. However, the
excess demand for these products has caused producers to feed the animals with
concentrates to increase their production. This practice brings with it problems in the
ruminal environment such as acidosis, which is caused by the production of organic
acids, such as lactic acid due to fermentation due to excess starch in diets and can be
fatal in ruminants. The objective was to isolate a bacterium from the rumen and use it in
the control and treatment of lactic acidosis. An enterobacteria was isolated from the
rumen of a cannulated cow and the fermentative and microbiological variables (pH,
lactic acid production, volatile fatty acids and bacterial count) were measured to know
the behavior in an acidosis process, in addition a comparison was made with
bicarbonate sodium, a buffer widely used in the control of this digestive disorder. It was
found that the Enterobacteria (EB) has a lactic acid production that maintains the pH of
the medium at 6, while with fresh ruminal fluid, the pH decreases, acidifying the
medium. With bicarbonate there is a very marked buffer capacity, because, despite the
fact that there is a significant amount of lactic acid, the pH never acidified, staying
above 6. The production of volatile fatty acids (VFA) was higher in the treatments in the
that the pH decreased mainly due to the increase in the proportions of propionic and
butyric acids. EB had some potential to reduce ruminal acidosis; however, its activity
was not significant enough to find significant effects on acidity control. It is suggested
that EB be combined with some yeast to potentiate its effect, since in this it was not

observed in coculture with ruminal bacteria.

Key words: Enterobacteria, acidosis, dairy cattle, sodium bicarbonate.
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INTRODUCCION GENERAL

La homeostasis es controlada por factores como: El tipo de alimento, la cantidad
consumida, la salivacion, la rumia y la difusion-secrecién hacia el rumen. Cuando se
perturba la homeostasis ruminal, un problema comun es la acidosis ruminal (Preston y
Leng, 1987).

El proceso de acidosis ruminal deriva del incremento en la proporcion de carbohidratos
facilmente fermentables en la dieta, que se traduce en la acumulacion excesiva de
acidos grasos volatiles (AGV) y lactato en el rumen llevando a una disminucion del pH
ruminal. La disminucién de pH ruminal desencadena respuestas metabdlicas y
fisiologicas que disminuyen la eficiencia productiva en rumiantes. Esta enfermedad
asintomatica reduce el consumo diario de alimento, disminucién en la produccion de
leche y ganancia diaria de peso, menor fertilidad y en casos extremos puede causar la
muerte que repercute en la rentabilidad de la empresa ganadera (Nagaraja y
Chengappa, 1998).

En México la frecuencia de acidosis ruminal es del 36% en vacas lecheras altas
productoras (Paasch et al., 1997). Se estima que entre el 14 y el 42% de las muertes
de ganado de corral son debido a trastornos digestivos y que se gastan en promedio 10

ddlares por cabeza en su tratamiento (Snyder y Credille 2017).

Las bacterias productoras (Streptococcus bovis) y utilizadoras (Megasphaera elsdenii,
Selenomonas ruminantium) de lactato, juegan un papel importante en el desarrollo de
la acidosis (Blanch, 2009).

La poblacion de bacterias acido lacticas (BAL) ruminales aumenta cuando la dieta
consumida por los rumiantes contiene una proporcion alta de carbohidratos de
fermentacién rapida (Goad et al., 1998), los cuales son transformados por la actividad
homofermentativa de las BAL en acido lactico principalmente (Yokoyama y Johnson,
1993; Cobos, 2007). Cuando el pH ruminal es de 5.5 se considera una acidosis



subclinica, pero si el pH disminuye a 5.2 se convierte en acidosis clinica (Goad et al.,
1998).

JUSTIFICACION

Entre los problemas mas comunes de los productores de ganado lechero esta el
manejo de la alimentacion, debido al aumento de granos en las dietas provocando
problemas digestivos como la acidosis ruminal subclinica, un problema que afecta
gravemente al ganado y se detecta cuando el animal ya se encuentra en un estado
avanzado de acidosis, donde los costos promedio de tratamiento ascienden a 10
dolares por cabeza en ganado de carne (Snyder y Credille, 2017) y una disminucion en
la produccién de leche de 3 kg/vacal/dia (Stone, 1999), afectando asi la economia de

los productores.

Por lo anterior, se decidié trabajar con un in6culo a base de bacterias ruminales para
disminuir, controlar o reducir la acidosis ruminal que afecta la salud del animal, esto

como una alternativa para el control de este trastorno digestivo.

OBJETIVOS E HIPOTESIS

Hipétesis

La adicién de un inéculo bacteriano reduce la produccion de acido lactico de bacterias

acido lacticas desarrolladas en un medio de cultivo anaerobio con alto contenido de

glucosa y evita la disminucion de pH.

Objetivos

Objetivo general

Evaluar un in6culo de bacterias ruminales para controlar y/o tratar la acidosis lactica.



Objetivos especificos

. Comparar in vitro un inéculo bacteriano con un tratamiento comercial a base de

bicarbonato de sodio para controlar la acidosis lactica.

. Evaluar in vitro la capacidad del indculo aislado para controlar el pH y acido
lactico.
. Evaluar el indculo en cocultivo con bacterias ruminales de liquido ruminal fresco

para controlar el pH y acido lactico.

REVISION DE LITERATURA

Microbiota, caracteristicas y funciones

Los microorganismos ruminales viven en estrecha relacion simbidtica (mutualista) con
el rumiante. El hospedero les ofrece un nicho ambientalmente favorable, con un
suministro continuo de alimentos y remocién de productos finales, mientras que, los
microorganismos ayudan a la digestion del alimento y proporciona grandes cantidades

de energia metabdlica al animal hospedero (Gonzalez, 2003; citado por Sosa, 2006).

La comunidad microbiana, que habita en el rumen, se caracteriza por su alta densidad
de poblacion, diversidad microbiana y complejidad de interacciones. En éste érgano se
encuentran representantes de los dominios; bacteria, archea, protozoa, ademas de

hongos anaerobios (Gonzalez, 2003; citado por Sosa, 2006).

Bacterias celuloliticas

Las especies de bacterias mas importantes que degradan la celulosa son:
Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus albus, Bacteroides succinogenes vy
Butyrivibrio fibrisolvens. Bajo determinadas condiciones especies tales como
Eubacterium cellulosolvens puede constituir la bacteria celulolitica mas importante en el

rumen. Cuando los animales consumen dietas ricas en forrajes se descubre un elevado



numero de estas bacterias celuloliticas, aunque también se encuentran en dietas ricas
en cereales (Church, 1993).

Bacterias hemiceluloliticas y pectinoliticas

Las principales bacterias hemiceluloliticas del rumen son: Butyrivibrio fibrisolvens,
Bacteroides ruminicola y Ruminococcus spp. La mayoria de las especies
predominantes de Ruminococcus celuloliticas degradan y utilizan con eficacia la
hemicelulosa. Las principales bacterias que degradan la pectina son Butyrivibrio

fibrisolvens, Bacteroides ruminicola y Lachnospira multiparus. (Church, 1993).

Bacterias amiloliticas

Con una alimentacion normal, los carbohidratos de facil fermentacion son
transformados por bacterias ruminales amiloliticas (Prevotella ruminicola, Bacteroides
amylophilus, Succinomonas amylolitica, Streptococcus bovis) en acidos grasos volatiles
(AGV) (Cobos et al., 2005). Las bacterias amiloliticas suelen predominar en el rumen
cuando se consumen dietas ricas en almidén, aunque algunas bacterias como B.

ruminicola, son mas prevalentes con dietas pobres en almidén (Blanco, 1999).

Arqueas productoras de metano

Las arqueas productoras de metano constituyen una clase especial en la poblacion del
rumen por su papel en la regulacion de la fermentacién total al eliminar H2 gaseoso. La
reduccion de CO2 con Hz gaseoso es el método primario por el cual se produce CH4 en
el rumen. Algunas especies como Methanosarcina barkerii, usan metanol, metilamina y
acetato para producir CHs (Church, 1993). Al mantener baja la concentracion de Hz en
el rumen mediante la formacion de CHa, las arqueas metandégenas promueven el
crecimiento de otras especies bacterianas en el rumen y permiten una fermentacién
mas eficaz. Las arqueas metandgenas incluyen: Methanobrevibacter ruminantium,

Methanobacterium formicicum y Methanomicrobium mobile (Church, 1993).



Protozoos del rumen

El nimero de protozoos en el rumen es de unos 10* a 10° células/mL de contenido
ruminal. Todos los protozoos son anaerobios estrictos, la mayoria de las especies son
ciliados y flagelados. Los ciliados pertenecen a la familia Isotrichidae (géneros Isotricha
y Dasytricha son prevalentes) y a la familia Ophryoscolecidae (géneros Entodinium,

Diplodinium, Epidinium y Ophryoscolex).

Los protozoos estan capacitados para almacenar hidratos de carbono en forma de
polisacaridos somaticos. El establecimiento de la poblacion de protozoos ciliados
depende de la presencia de otros animales que ya tengan protozoos en su rumen. La
transferencia horizontal de los animales jévenes se realiza mediante la saliva, bolos
alimenticios, cuando consumen alimentos y también a través del aire (Blanco, 1999).
Los protozoos son sumamente sensibles a un pH bajo, se ha encontrado que
disminuyen a partir de pH 6 y cuando llega a bajar a 5 desaparecen del rumen (Lettat et
al., 2010). Con el consumo de alimentos con menor capacidad para fermentar (ej.
forrajes) y el aumento de la secrecion de saliva, el pH del rumen se torna mas alcalino

y entonces pueden establecerse los protozoos con mayor facilidad (Blanco, 1999).

Varios estudios indican que el consumo de alimentos secos es un requisito previo para
el desarrollo precoz de una poblacidn microbiana en el rumen, y que la cantidad
consumida de cereales debe ser menor que la de forraje para asegurar que el pH del
rumen sea suficientemente alto como para permitir el establecimiento de bacterias

celuloliticas y protozoos (Blanco, 1999).

Los protozoos ciliados son muy versatiles en su capacidad para degradar y fermentar
una amplia gama de sustratos. Ingieren las particulas de los alimentos y atacan a la
totalidad de los principales componentes de los vegetales, incluyendo celulosa,
hemicelulosa, pectina, almidon, azucares solubles y lipidos. No obstante, hay

diferencias entre los géneros por su especificidad a los sustratos (Blanco, 1999).



Generalmente, hay mayor numero de protozoos en el rumen cuando los animales
reciben dietas muy digestibles. Los protozoarios consumen bacterias. Entodinium,
engullira las bacterias y las digerira en su interior, mientras que Epidinium primero las

lisa y después digiere los componentes celulares (Blanco, 1999).

Los protozoarios del rumen mejoran la digestibilidad y las ganancias de peso. Las
concentraciones de acidos grasos volatiles son superiores cuando los protozoos estan
presentes (Blanco, 1999). Un efecto beneficioso de la presencia de los protozoarios es
que, al ingerir particulas nutritivas y almacenar polisacaridos de reserva, pueden
controlar el nivel de sustratos disponibles y, en consecuencia, mantener una
fermentacidn mas uniforme durante los intervalos entre las tomas de alimento. La
ingestion de bacterias por los protozoos, mantendria el control sobre la fermentacion,

sobre todo con dietas ricas en cereales (Blanco, 1999).

Las poblaciones de protozoos tampoco sobreviven a una exposicion prolongada a un
pH inferior a 5.5 (Quinn et al., 1962).

La fermentacion ruminal le concede al rumiante una serie de ventajas que no poseen

los animales monogastricos dentro de las cuales se encuentran:

1) Utilizar alimentos que son muy fibrosos para los no rumiantes.

2) Degradar la celulosa liberando el contenido celular, convirtiendo la celulosa en

un nutriente primordial.

3) Sintetizar proteina microbiana de alto valor bioldgico a partir de proteina vegetal
de bajo valor bioldgico, del nitrdgeno no proteico de la dieta y del reciclaje de productos

metabdlicos de desecho (urea).

4) Proveer todas las vitaminas del complejo B siempre y cuando exista la

concentracion adecuada de cobalto para la sintesis de vitamina Bi2 (Blanco, 1999).



Como es de suponer no todo son ventajas por lo que a continuacién se relacionan

algunas de las desventajas que puede tener la digestion ruminal:

1) El rumiante necesita pasar una buena parte del dia (aprox. 8 h) rumiando y debe

tener acceso al alimento a intervalos regulares.

2) El rumiante necesita mecanismos complejos para mantener su camara de
fermentacién trabajando eficientemente, por ejemplo: a) Adicion continua de grandes
cantidades de saliva con naturaleza alcalina. b) Movimientos de mezclado con tono
marcado de los compartimentos gastricos. ¢) Mecanismos para la eliminacién de gases
producto de la fermentacion (eructo), para la regurgitacién (rumia) y para la absorcion
de los productos finales de fermentacion, asi como, para el paso de particulas no

digeridas hacia el omaso.

3) Las rutas metabdlicas deben ser capaces de utilizar los productos finales de la
fermentacién, los acidos grasos volatiles (AGV), de los cuales solo el acido propidnico
es el unico que puede convertirse en glucosa, cuyo requerimiento es elevado en etapas
fisiologicas tales como al final de gestacion y lactacion. Por lo que se considera al
proceso de fermentacidn como ineficiente desde el punto de vista energético, ya que
las bacterias gastan energia para su mantenimiento que a su vez se traduce como

calor, lo cual se considera una pérdida de energia para el rumiante (Sato et al., 2012).

La produccion de AGV por las bacterias del rumen concede energia al animal y se ha
encontrado que el exceso de produccion de acidos grasos es considerado la causa por
la cual el pH cae cuando las vacas se encuentran en acidosis (Sato et al., 2012). La
saliva contiene buffers como el HCOs y H2PO4 que ayudan a eliminar la acidez y

estabilizar el pH (Penner, 2011).

En este contexto, es necesario adaptar los sistemas de alimentacion, ya que el aporte
exclusivo de forrajes no seria suficiente para cubrir las necesidades del animal, por lo

gue se ha optado por incrementar el contenido de carbohidratos no fibrosos en la



racion (granos), los cuales incrementan el riesgo de acidosis en el animal. Una de las
ventajas es que se genera una velocidad de crecimiento alta, lo cual permite un ciclo de
produccion relativamente corto. Sin embargo, las cantidades elevadas de concentrado
aumentan el riesgo de trastornos digestivos, los cuales suponen el 30% de las bajas
registradas durante el ciclo productivo, esto es la acidosis ruminal que afecta

directamente la salud del animal y la economia del productor (Blanch, 2009).

Acidosis ruminal

La acidosis ruminal es un trastorno metabdlico del rumen de origen alimentario que
deriva de la acumulacion excesiva de acido lactico y acidos grasos volatiles (AGV) en el
rumen y de su posterior absorcién al torrente sanguineo (Huintintong, 1988 citado por
Blanch, 2009). Esta acumulacion se debe a diversos factores como son una ingestion
excesiva de carbohidratos fermentables, una aportacion insuficiente de sustancias
tampon en el rumen y una inadecuada adaptacion a dietas altamente fermentables
(Oetzel, 2003 citado por Blanch, 2009). Las bacterias celuloliticas son las mas

sensibles a la caida de pH (Russell y Strobel, 1989).

Cuando se agregan altos niveles de almiddn y azucares, Streptococcus bovis comienza
a fermentar glucosa a lactato en lugar de AGV, lo que disminuye aun mas el pH ruminal
y crea un nicho para los lactobacilos que incrementan la produccién de lactato y son

resistentes a un pH menor a 5.6, llegando a ser predominantes (Nocek, 1997).
Cuando el pH cae por debajo de 5.6, se mejora la absorcidon de AGV (Nagaraja y

Titgemeyer, 2007). Si el pH se mantiene por mas de 3 horas en este valor se

diagnostica una acidosis (Gozho et al., 2005).

Tipos de acidosis ruminal



Acidosis ruminal clinica o aguda.

Sucede cuando el ganado es sometido a un cambio brusco en la dieta de forrajes a una
basada en concentrado, como resultado inicia sobrecrecimiento de Streptococcus
bovis, que es una bacteria Gram positiva con tolerancia a un pH < 5.5, sin embargo, S.
bovis es intolerante a pH > 4.5 en este punto el lactobacilo llega a ser el
microorganismo dominante lo que provoca una mayor caida de pH (Snyder y Credille,
2017). Este descenso en el pH, va acompanado de un aumento en la concentracion de
acido lactico, un aumento en la concentraciéon de AGV y una disminucién en la

poblacion de protozoos (Nocek, 1997).

Acidosis ruminal subclinica.

No presenta sintomas aparentes y es dificil de diagnosticar. Es consecuencia de la
administracion continua de dietas ricas en carbohidratos facilmente fermentables vy
pobres en componentes fibrosos, que resulta en una elevada produccion de AGV. Se
caracteriza por caidas intermitentes del pH ruminal a niveles no fisiolégicos durante
varias horas post-alimentacion, y se recupera el pH a los valores normales en cada
ciclo de alimentaciéon. Sin embargo, la ingestion de alimento y la produccion de los
animales se reducen y/o son irregulares lo que ocasiona pérdidas econdémicas (Blanch,
2009). Los umbrales de pH ruminal para el diagnéstico de acidosis subclinica se han
establecido entre 5.5y 5.8 (Sato et al., 2012).

El pH del rumen de estos animales fluctua diurnamente entre casi neutro antes de la

alimentacion matutina y acido después de la alimentacion (Abdela, 2016).

Durante el dia se presentan cambios en el pH ruminal y esto es impulsado por la
cantidad de carbohidratos fermentables en cada comida. En la Figura 1, se presentan
varios cambios en el pH ruminal de una vaca durante todo un dia, esta vaca fue

alimentada con dietas ricas en granos y forrajes (Krause y Oetzel, 2006).
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Figura 1. Variaciones en el pH ruminal durante un periodo de 24 h.

Cuando el pH se encuentra por debajo de 6 hay un cambio en la digestibilidad de la
Fibra Detergente Neutro (FDN) y la poblacion de bacterias celuloliticas, en 5.5 hay una
sobreproduccién y acumulacién de acido butirico, mientras que, la acumulaciéon de
propionico aumenta a pH de 5 a 5.5 (Abdela et al., 2016).

La rumenitis es la lesién fundamental de acidosis subaguda, una vez que se inflama el
epitelio ruminal, el animal tiende a disminuir su consumo, y algunas bacterias pueden
colonizar las papilas y filtrarse hacia la circulacion portal (Krause y Oetzel, 2006).
También se puede presentar una paraqueratosis, erosion y ulceracion del epitelio
ruminal (Oetzel, 2007).

Las razones de la depresion en la ingesta de alimento pueden incluir la reduccion de la
digestibilidad de la fibra y el aumento de los acidos grasos volatiles, especialmente el

propionato y de la osmolaridad en el rumen (Khafipour et al., 2009).
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Esta condicion de acidosis afecta a mas del 20% de las vacas (Khafipour et al., 2009).
Un estudio de campo en una granja lechera en el estado de Nueva York se encontrd
que la acidosis subaguda redujo la produccion de leche en 2.7 kg/ dia, y de grasa en
0.3% (Stone, 1999). Esto puede representar una pérdida financiera de hasta $400

dolares por vaca por lactancia.

Una caracteristica comun de ambas formas de acidosis, que puede ser un indicador
microbiano de un rumen aciddtico, es la disminucion de la poblacion de protozoarios

ciliados (Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

Acido lactico

Hay dos formas quirales de lactato producidas en el rumen: D y L este ultimo es
producido por los mamiferos, mientras que la forma D se produce principalmente por
microbios. El L-lactato es facilmente metabolizado por el corazon de mamiferos y
tejidos hepaticos. El D- lactato no se metaboliza tan eficazmente como el L- lactato y se
acumula en la circulacion sanguinea cuando baja el pH del rumen. El lactato en
cualquier isébmero se absorbe con menos facilidad a través de la pared del rumen que
los AGV. Un aumento de la actividad de la piruvato deshidrogenasa en el ambiente

acido, promueve la mayor acumulacién de lactato. (Snyder y Credille, 2017).

El lactato tiene un pKa de 3.86 mientras que los AGV tienen un pKa entre 4.7 y 4.9 por
ello la caida de pH se asocia mas a este acido (Russell y Chow, 1993). El pH éptimo
para la utilizacién de lactato se encuentra entre 5.9 y 6.2 (Counotte y Prins, 1979).
Cuando el pH se mantiene en 5.0 por largos periodos se inhibe el crecimiento de
bacteria fermentadora de lactato y por tanto este se acumula (Nagaraja y Titgemeyer,
2007).

El lactato es un agente corrosivo que puede causar dafios severos al epitelio del
rumen, lo que resulta en un aumento de la osmolaridad del rumen y la proliferacién de
hongos resistentes a la acidez entre ellos se encuentra el Fusobacterium necrophorum

que invade la sangre y llega a higado desarrollando los abscesos (Snyder y Credille,
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2017). Su contenido normal en rumen es 10°g* y puede incrementar hasta 10% g su
cantidad cuando hay acidosis, este hongo se alimenta de lactato como su mayor fuente
de energia y no utiliza ningun tipo de azucar. El pH al que se desarrolla F. necrophorum
va de 7.4 a 5.6 por debajo de este se inhibe su crecimiento (Tan et al., 1996).

Por otra parte, se provoca la deshidratacién por el cambio en la osmolaridad se pierde

agua de la circulacion al rumen (Snyder y Credille, 2017).

Toxinas ruminales

Las principales toxinas producidas en el rumen y conocidas son el etanol, las aminas y
las endotoxinas. El etanol es producto de la fermentacién heterofermentativa de los
lactobacilos y se produce en cantidades pequefias que puede metabolizarse faciimente

(Nagaraja y Titgemeyer, 2007).

Las aminas entre las cuales se encuentra histamina, tiramina y triptamina son
producidas por descarboxilacion de precursores de aminoacidos. Las histaminas son
las mas estudiadas son producidas por Allisonella histaminiformans una bacteria Gram
positiva que prospera a un pH de 4.5, se cree que es la principal bacteria en la
produccion de histamina ruminal. La histamina causa vasodilataciéon vy
arteroconstriccion y un incremento en la permeabilidad vascular (Garner y Rusell,
2002). Estos efectos son los responsables de la laminitis, ya que se destruye la
microcirculacion del corion de la pezufa lo que conlleva a una necrosis de la union

entre tejidos provocando dolor y reduccion del consumo (Acuia, 2004).

Control de acidosis ruminal
Los rumiantes estabilizan el pH ruminal amortiguando los acidos organicos. Las vacas

producen una gran cantidad de amortiguadores a través de la saliva, esta es rica en
sodio, potasio, bicarbonatos y fosfatos, y aporta aproximadamente la mitad del
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bicarbonato que ingresa al rumen (Owens et al., 1998). La produccién de saliva esta
determinada por la cantidad de tiempo que la vaca pasa comiendo, rumiando y

descansando (Maekawa et al., 2002).

Algunos de los factores que pueden ser modificados para controlar la acidosis son:

1. Composicion de la dieta. Ahora que se ocupa mas grano que forraje es cuando
sale de los limites marcados por el NRC (2001), lo que provoca aumento en la
incidencia de acidosis, ademas del tipo de grano, el tipo de conservacion y
procesado, la estructura del mismo todo ello determinara el perfil y la velocidad
de fermentacion del mismo. También, tanto los procesados térmicos como las

moliendas finas aumentan el riesgo de acidosis (Blanch, 2009).

2. Manejo de los animales. Este factor engloba el caracter de los animales, si existe
competencia entre ellos, la accesibilidad a los comederos (ad libitum o no), el

numero y el tamafio de las comidas (Blanch, 2009).

Cuando los animales se adaptan a las dietas altas en concentrado las papilas del
rumen tienden a alargarse para tener mayor superficie de absorcion permitiendo la
mayor capacidad de absorciéon de AGV en el rumen, ya que los acidos grasos se

absorben pasivamente a través del rumen (Dirksen et al., 1985).

3. La frecuencia de las comidas. Este factor impacta en el pH ruminal. Es
recomendable ofrecer la racién a los animales en varias tomas al dia, ya que se
ha observado que aumentar la frecuencia de alimentacion disminuye el riesgo de
acidosis (Kaufmann, 1976; French y Kenelly, 1990 citado por Blanch, 2009).

4. Fibra efectiva. Este factor implica asegurar la fibra para mantener la rumia
(Snyder y Credille, 2017; Krause y Oetzel, 2006).

Amortiguadores
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La saliva es el mejor amortiguador enddégeno que tiene el rumiante para mantener las
condiciones ruminales, sin embargo, esta es secretada en cantidades limitadas
(Nagaraja y Titgemeyer, 2007). El rumiante tiene la capacidad de hacer seleccién de
particulas mas largas y mas fibrosas en la racion para compensar un poco la acidez

evitando las particulas finas ricas en almidén (Bretschneider, 2020).

Los alimentos con altas concentraciones de proteinas degradables pueden aliviar la
disminucién de pH causada por la fermentacion rapida de carbohidratos, ya que los
productos de degradacion de proteinas (amoniaco) pueden neutralizar la acidez hasta

cierto punto mediante la reduccién de amoniaco en amonio (Dijkstra et al., 2012).

El uso de amortiguadores se ha aplicado para neutralizar la acidez ruminal, pero no
afecta la bacteria causante de la acidosis (S. bovis) ni la produccion de lactato. Russell
y Chow (1993) mencionan que la accién del bicarbonato de sodio se puede explicar, en
gran parte, por los efectos indirectos que produce en los animales como, por ejemplo,
un aumento en el consumo de agua, la diluciéon del fluido ruminal aumentando el

porcentaje de almidon no degradado en rumen.

El bicarbonato de sodio incrementa el consumo y previene la caida de grasa en leche,
esto por el incremento en la capacidad buffer (Russell y Chow, 1993). El uso de
sesquicarbonato sodico, resulta en una mejora en la produccion de leche corregida por

grasa (Solorzano et al., 1989).

El uso de alcalinizante es otra alternativa, el mas comun es el 6xido de magnesio
(MgO), que mejora el pH ruminal de manera lenta y progresiva, y solo es aparente
después de 24 h de su suplementacion, lo que no coincide con el efecto alcalinizante
inmediato que se le atribuye con frecuencia (Le Ruyet y Tucker, 1992).
Desafortunadamente el MgO en condiciones practicas es poco palatable por lo que su

incorporacion se limita a 0.1 — 0.4% de la dieta (Belibasakis y Triantos, 1991).
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Un nutriente esencial para las bacterias utilizadoras de acido lactico es el acido malico
pues permite la actividad de sus principales vias metabdlicas. Ciertos acidos
dicarboxilicos, como el fumarato y el malato, disminuyen la produccién de lactato e
incrementan el pH en ensayos in vitro, probablemente porque estimulan a los

microorganismos consumidores de lactato (Martin y Streeter, 1995).

La tiamina es el cofactor primordial que se requiere para el metabolismo de los hidratos
de carbono. En un estudio realizado por Wang et al., (2015) encontraron que la
suplementacion con 180mg kg' de MS de tiamina redujo la poblacién de S. bovis y
Lactobacillus, mientras que Megasphaera elsdenii aumentd drasticamente, lo que
podria ayudar a aliviar la acidosis al aumentar el pH del rumen y equilibrar la poblacion

de bacterias productoras y consumidoras de acido lactico.

La suplementacién con levaduras especificas puede mejorar la utilizaciéon de lactato
bajo ciertas condiciones de dieta. La inclusién de cultivos de levaduras en la dieta
puede atenuar la fermentacion ruminal, la produccién de acido lactico (utilizadores de
lactato) y ayudar a mantener el pH ruminal mas elevado (Cooper y Klopfenstein, 1996).
En algunos estudios realizados por Marden et al., (2008) compararon los efectos de las
levaduras frente al bicarbonato observaron que ambos tratamientos causan un
incremento en el pH, pero la concentracion de acido lactico se redujo y la digestibilidad
de la fibra aument6 unicamente cuando se afiadieron las levaduras, lo que indica un
efecto combinado que incluye el como se fermenta el substrato y las modificaciones de

la poblacion microbiana derivada de la disponibilidad de sustratos.

Se han usado aditivos de “microorganismos de alimentacion directa” que pueden
estabilizar el lactato en el rumen. Un ejemplo de ello es Selenomona ruminantium que
convierte el lactato en AGV (Nocek et al., 1999).

Henning et al. (2010) midieron el potencial de Megasphaera elsdenii para controlar la

acidosis ruminal reduciendo la concentracion de acido lactico en 10 mmolL1.

lonéforos
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Los ionoforos colapsan la fuerza motriz de protones en bacterias Gram positivas,
disminuyendo la actividad de las principales bacterias productoras de lactato
(Schwingel et al., 1989). Asi mismo, disminuyen la produccién de metano hasta un
30%, debido a un descenso en la produccion de hidrogeno que es el sustrato de las

arqueas metanogénicas (Russell y Strobel, 1989)

En la alimentacion de rumiantes los iondforos mas utilizados son los carboxilicos:

monensina y lasolacida, cuyos efectos principales son:

a) Mejoran la proporcion de acetato: propionato.

b) Aumentan la proporcion de lactato para propionato.

C) Reducen la desaminacion y degradacion de proteinas en el rumen.

d) Disminuyen la generacion de metano debido a la menor disponibilidad y
transferencia de H*.

e) Reducen la produccion de acido lactico

f) Disminuyen la viscosidad del fluido ruminal (Pinos y Gonzalez, 2000).

La bacteria Streptococcus bovis crece rapidamente cuando se aumenta la
disponibilidad de almidén en rumen y la produccion de lactato por esta especie es la
gue frecuentemente disminuye el pH. Afortunadamente es sensible a la monensina
(Russell y Strobel, 1989).

Uso de inéculos.

Una vez que un medio de cultivo ha sido preparado y se ha esterilizado para eliminar
todos los microorganismos, puede ser inoculado con microorganismos (es decir, se
anaden al medio) y, a continuacion, el cultivo es incubado en condiciones que
favorezcan el crecimiento microbiano (Madigan et al., 2009). El inéculo debe ser

representativo del medio ambiente con respecto a las especies microbianas y su
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concentracion, siendo su propésito principal generar una microflora adecuada para la

fermentaciéon o degradaciéon de alimento a través del tiempo (Mould et al., 2005).

Los microorganismos ruminales se usan como inéculo para simular las condiciones del
rumen (Dhanoa et al., 2004; Varadyova et al., 2005 citado por Sanchez et al., 2016).
Los métodos in vitro son adecuados para comparar la degradaciéon de sustratos
celulésicos y la formacion de productos derivados de la fermentacion. Los AGV
producto de fermentaciones in vitro difieren segun las condiciones experimentales
(Weimer et al., 2011 citado por Sanchez et al., 2016).

Se han realizado estudios basados en bacterias que utilizan el lactato inoculando estas
bacterias en liquido ruminal, concretamente de Megasphaera. elsdenii y Selenomona
ruminantium. Estas bacterias Gram negativas (Kung y Hession, 1995; Blanch, 2009)
son resistentes a la monensina (Russell y Strobel, 1989). Esta estrategia tiene como
objetivo prevenir la acidosis ruminal disminuyendo la acumulacién de &cido lactico
mediante su metabolismo en acido propionico por parte de M. elsdenii, la principal
bacteria utilizadora de lactato fermenta de 60 a 80% de lactato en el rumen (Counotte
etal., 1981).
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CAPITULO I. EFECTO DE LA INOCULACION CON LiQUIDO RUMINAL FRESCO
(LRF) EN MEDIOS DE CULTIVO CON DIFERENTES CANTIDADES DE GLUCOSA
EN EL pH A TRAVES DEL TIEMPO.

1.1. RESUMEN

En este estudio se evalud el efecto de inocular LRF (liquido ruminal fresco) como
fuente rica de bacterias ruminales en medios de cultivo GCA-FR (Glucosa-Celobiosa-
Almidon, Fluido Ruminal) con diferentes cantidades de glucosa (0, 0.5, 1, 1.5y 5 g). El
objetivo fue conocer el tiempo en que el pH disminuye a valores de <5.8 y establecer
un modelo de acidosis in vitro. El experimento consistio en medirelpHalas0,1,2,3y
4 h de incubacion a 39°C en medios de cultivo inoculados con LRF en las diferentes
dosis suministradas de glucosa. Para el analisis estadistico se us6 un disefio factorial.
Se determiné que el mejor medio de cultivo para trabajar en el control y tratamiento de
acidosis es el que contiene 1g/100mL de glucosa donde la acidez que se desea, se

presentod en la cuarta hora de incubacion del medio.

Palabras clave: acidosis, pH, glucosa, liquido ruminal

1.2.ABSTRACT

In this study, the effect of inoculating LRF (fresh ruminal fluid) as a source of ruminal
bacteria in GCA-FR (Glucose-Cellobiose-Starch, Ruminal Fluid) culture media with
different amounts of glucose (0, 0.5, 1, 1.5 and 5 g). The objective was to know the time
in which the pH decreases to values of <5.8 and to establish an in vitro acidosis model.
The experiment consisted of measuring the pH at 0, 1, 2, 3 and 4 h of incubation at 39 °
C in culture media inoculated with LRF in the different doses supplied of glucose. A
factorial design was used. It was determined that the best culture medium to work in the
control and treatment of acidosis is the one that contains 1g / 100mL of glucose where
the desired acidity was presented after fourth hour of incubation.

Keywords: acidosis, pH, glucose, ruminal liquid.
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1.3.INTRODUCCION

Las vacas lecheras son suplementadas con raciones ricas en carbohidratos, a través
del uso de granos y cereales, que pueden fermentarse rapidamente en el rumen, lo que
incrementa la produccion de acidos grasos volatiles y lactato, que a su vez se traduce
en cambios en el ambiente ruminal provocando principalmente la disminucién de pH.
Este pH es un parametro clave en el control del equilibrio ruminal que repercute en la
salud de las vacas, ya que de este depende directa o indirectamente la supervivencia
de las bacterias y el equilibrio de la microbiota ruminal (Hall, 2001). Cuando el pH
disminuye a <5.6 se favorece el desarrollo de microorganismos que alteran el patron
metabalico del rumen y enferman al rumiante. La cantidad de H* producidos dependera
del tipo de dieta y de microorganismos que fermenten dicho nutriente lo cual se vera
reflejado en la produccion de AGV (Relling y Mettioli, 2002). La implicacion de los
diferentes glucidos en los procesos acidogénicos es muy variable, por una parte, los de
reserva, que son el principal componente del contenido celular, tienen un gran potencial
de fermentacion y reducen el pH, asi los azucares solubles se degradan rapidamente
en menos de una hora y su presencia favorece la acidosis (Bacha, 1991). Los periodos
de pH ruminal bajo perjudican la funcién de la microflora fibrolitica (Shi y Weimer,
1992).

La glucosa ha sido empleada experimentalmente para estudiar la acidosis ruminal
clinica y subclinica, y puede ser una opcién para valorar el efecto sobre la fermentacion
acido-lactica (Huber, 1979). Por lo que el objetivo de esta investigacién fue determinar
el efecto de la inoculacién de LRF sobre medios de cultivo con diferentes cantidades de
glucosa en sustitucién a los carbohidratos facilmente fermentables para conocer el

tiempo en que el pH disminuye hasta 5.8.
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1.4.MATERIALES Y METODOS

1.4.1. Ubicacion geografica

Este estudio se llevd a cabo en las instalaciones de la granja experimental y
Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Programa de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en el km 36.5

carretera México-Texcoco, Montecillo, Estado de México.

1.4.2. Medios de cultivo

Se prepararon tubos de ensayo (18x150 mm) con 9 mL de medio de cultivo glucosa,
celobiosa, almidén y fluido ruminal clarificado (GCA-FR) en condiciones de
anaerobiosis con inyeccion de CO2, donde se trabajaron cuatro tratamientos cada uno
con tres repeticiones, los tratamientos contenian diferentes cantidades de glucosa 0.5,
1,1.5y5g/100 mL (Cuadro 1).

El LRF se recolectd de acuerdo al Reglamento para el uso y cuidado de animales
destinados a la investigacion en el Colegio de Postgraduados. Consejo general
académico. ACUERDO 02.11. (2016) y aprobacion del Comité de Cuidado Animal del
Programa de Ganaderia, Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados. El LRF se
obtuvo de vaca Jersey canulada, se filtré en una coladera y se conservo en incubadora
en un embudo de separacion para utilizar solo la parte donde se encuentran las

bacterias, mismas que se utilizaron para inocular los medios.
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Cuadro 1. Composicion de medio de cultivo anaerobio para bacterias totales.
Cantidad para 100 mL de

Compuesto medio de cultivo
Agua destilada, mL 52.6
Liquido ruminal clarificado®, mL 30
Solucién mineral @, mL 5
Solucién mineral 11®), mL 5
Carbonato de sodio sIn 8% ), mL 5
Solucion cisteina sulfito de sodio ®), mL 2
Solucion rezarsurina al 0.1% ©, mL 0.1
Peptona de soya, g 0.2
Extracto de levadura, g 0.1
Glucosa, g 1
Celobiosa 0.06
Almidon 0.06

BT: Bacterias Totales. (1) Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa ftriple y
centrifugado a 10,000 rpm, por 10 min, esterilizado 20 minutos a 15psi, 121°C; (2) Conteniendo
(1000mL) 6g de K2HPO4; (3) Conteniendo (1000mL) 6g de KH2POa4; 6g (NH4)2S04; 12g NaCl; 2.45¢g
MgSOas y 1.6 g de CaCl*H20; (4) 8 g de Carbonato de Sodio en 100mL de agua destilada; (5) 2.5 g
de L-cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH) + 2.5 g de Na2S-9H20 (en 100mL de H20); (6) 0.1 mL
de rezarsurina en un volumen final de 100mL.

1.4.3. Medicién de pH

Los medios se inocularon con 1 mL de LRF (liquido ruminal fresco) de vaca Jersey
canulada y se metieron a incubar a 39° C, el pH se midié con un potenciometro de la
marca ORION A250 (THERMO Fischer Scientific, EUA) ajustado a pH 7 y 4 en las
diferentes horas de incubacion (0, 1, 2, 3, 4 h), para conocer el tiempo que tarda el
medio de cultivo en llegar a la acidez (<5.8) de acuerdo a las diferentes cantidades de

glucosa agregadas.

1.4.4. Diseno de analisis estadistico

Se realizé un analisis factorial 5 x 4 con tres repeticiones por dosis suministrada de
glucosa (SAS, 2001), para conocer las diferencias en pH respecto al tiempo (0, 1, 2, 3y
4 h) y cantidad de glucosa, con una comparacion de medias con la prueba de Tukey
(p<0.05).
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1.5.RESULTADOS Y DISCUSION

De las cuatro dosis de glucosa aplicadas a los medios, la que mejor respuesta tuvo a
los cambios de pH en el tiempo fue 1g/100mL (Cuadro 2). Puesto que el pH disminuye

poco a poco hasta que se presenta la acidez en la hora cuatro de incubacion.

Cuadro 2. Cambios de pH con las diferentes dosis de glucosa en medio inoculado con

LRF en las diferentes horas del experimento.

Hora/Dosis 05¢g 1g 15¢g 50 EEM
0 6.64aw 6.57ax 6.21lay 6.03az 0.08
1 6.62aw 6.50bx 6.19ay 6.05az 0.07
2 6.60aw 6.49bx 6.19ay 5.94bz 0.08
3 6.58aw 6.42cx 6.10by 5.83cz 0.09
4 6.57aw 5.87dx 5.88cx 5.74dy 0.10

a, b, ¢, d. Medias con distinta letra en una fila son diferentes respecto a la dosis (p<0.05).
w, X, Y, Z. Medias con distinta letra en una columna son diferentes respecto a la hora (p<0.05).
EEM. Error estandar de la media.

El medio de cultivo con las diferentes dosis de glucosa tiene un pH significativamente
diferente en el tiempo de inicio del experimento por lo que la presencia de glucosa en el

medio afecto el pH inicial del experimento.

Por otra parte, el tratamiento que no presentd variacion alguna fue el de 0.5 g de
glucosa. En un estudio similar, un medio que contenia la misma cantidad de glucosa,
pero inoculado con S. bovis, encontraron un pH de 4.5 a las 6 h de incubacion
(Asanuma et al., 1999) lo cual indicé que el tipo de in6culo también afecté el pH del
medio. Por otra parte, el mejor comportamiento se tuvo con 1 g de glucosa ya que el
pH disminuye en la cuarta hora del experimento logrando la acidez que se esperaba
mientras que para la dosis de 5 g se tiene un cambio rapido en el pH a partir de la
segunda hora del experimento, esto debido al exceso de glucosa en el medio de cultivo
que las bacterias fermentan rapidamente, el cual no es un medio apropiado para

realizar investigaciones relacionadas con el control de acidosis.
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El pH de los medios disminuye debido a la fermentacién de la glucosa. Ademas, una
alta producciéon de AGV se asocia con dietas ricas en concentrados energéticos, por lo
tanto, el pH ruminal se disminuye. Por otra parte, la produccion de AGV disminuye
cuando se dan dietas ricas en forrajes maduros (Relling y Mattioli, 2002).

1.6.CONCLUSIONES

El medio de cultivo GCA-FR con glucosa al 1% inoculado con bacterias ruminales,
mostré capacidad para simular una acidosis lactica in vitro disminuyendo el pH de 6.57
a 5.87 para la hora cuatro del experimento. Por tanto, este medio de cultivo tiene las
caracteristicas para hacer estudios relacionados con el control y tratamiento de

acidosis ruminal.
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CAPITULO II. TECNICA ESPECTROFOTOMETRICA PARA DETERMINACION DE
ACIDO LACTICO CON CLORURO FERRICO.

2.1.RESUMEN

La presencia de acido lactico es un factor importante a considerar cuando se presenta
la acidosis, ya que, indica la presencia de bacterias acido lacticas (BAL). Para
determinar la concentracion de acido lactico se probaron dos técnicas
espectrofotométricas; la primera basada en la reaccion del lactato con el acido sulfurico
y la segunda basada en la reacciéon de lactato con el cloruro férrico. Los resultados
obtenidos mediante la técnica de reaccion del lactato con el acido sulfurico fueron muy

variables lo que la hace una técnica menos confiable que la técnica con cloruro férrico.
Palabras clave: acido lactico, espectrofotometro.
2.2.ABSTRACT

The presence of lactic acid an important factor to consider when acidosis occurs, since
it indicates the presence of lactic acid bacteria (LAB). To determine the lactic acid
concentration, two spectrophotometric techniques were tested; the first based on the
reaction of lactate with sulfuric acid and the second based on the reaction of lactate with
ferric chloride. The results obtained by the lactate reaction technique with sulfuric acid

were highly variable, which makes it a less reliable technique than the ferric chloride

technique.

Keywords: lactic acid, spectrophotometer

2.3.INTRODUCCION

El acido lactico es un compuesto derivado del metabolismo intermediario de los

carbohidratos que, en condiciones normales, en los rumiantes se encuentra en
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pequefias cantidades. Este acido es mas fuerte que los AGV y es en mayor medida el
responsable de las alteraciones que se observan cuando se presenta la acidosis en el
rumen, por ello la importancia de cuantificarlo y establecer la estrategia para reducirlo
(Sienra, 2014). Existen reportes de determinacion cualitativa y cuantitativa de acido
lactico desde finales del siglo XIX (1890). George Pease en 1937 hace una revisién del
problema de identificacion del analito dado que los métodos colorimétricos usando
reactivos son cualitativos, y dado el proceso fermentativo se generan acidos organicos
de concentracién variable que pueden alterar el valor real del acido lactico (Torres y
Gobmez, 2019).

Algunas de las técnicas desarrolladas para la determinacién cuantitativa del acido
lactico son por medio del HPLC el cual se determina en una matriz compleja de acidos
organicos mediante una columna de intercambio catiénico, por la que eluye una fase
movil de H2SOa4 y es monitoreada con detector UV (Schneider et al., 1987). Otra técnica
es con métodos enzimaticos en donde la enzima LDH (Lactato deshidrogenasa) y el
dinucleétido de nicotinamida y adenina oxidado (NAD+) como coenzima, permite
diferenciar entre L y D isébmeros, es una determinacion indirecta y desafortunadamente
el kit es muy costoso (Marbach y Weii, 1967). Recientemente, se ha hecho uso de
biosensores para deteccidén de acido lactico donde se utilizan diferentes enzimas solas
como la LDH, lactato oxidasa (LOx) y lactato monoxigenasas (LMO) donde se oxida el
acido lactico para generar H202, el cual se mide con un electrodo de referencia (Suman
et al., 2005). En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la
sensibilidad, eficiencia y tiempo de respuesta de dos técnicas espectrofotométricas

para la determinacién de acido lactico.

2.4.MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Ubicacioén geografica

Este estudio se llevd a cabo en las instalaciones de la granja experimental y

Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Programa de
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Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en el km 36.5

carretera México-Texcoco, Montecillo, Estado de México.

2.4.2. Técnicas espectrofotométricas

Se trabajaron dos técnicas espectrofotométricas en laboratorio para la determinar la
concentracion de acido lactico en medios de cultivo inoculados con bacterias ruminales.
Las técnicas se evaluaron en cuanto a la practicidad y tiempo necesario para

trabajarlas de acuerdo a las condiciones que se tienen en el laboratorio.

TECNICA 1. METODO DE TAYLOR: REACCION DE LACTICO CON ACIDO
SULFURICO (H2S04).

Esta técnica se basa en una estimacion colorimétrica en donde el acido lactico se
disocia y el lactato sufre una reaccién de oxidacion en presencia de acido sulfurico,
formandose un acetaldehido; este compuesto a su vez reacciona con sulfato de cobre y
p-fenilfenol, y se forma un compuesto purpura y se estima la absorbancia en un
espectrofotometro a 570 nm. La lectura de absorbancia que se obtiene se relaciona con
la concentracion molar de acido lactico en una curva estandar previamente calibrada
(Barker & Summerson, 1941; Taylor, 1995) (Figura 2).

Preparacién de la solucién estandar

Se preparé una solucion estandar con: lactato de litio (CsHsLiOs), agua destilada
desionizada (H20 dd), acido sulfurico concentrado (96%) y matraz de borosilicato. El
procedimiento consistié en tener un estandar con 100 ug de lactato por mL de solucidn.

Preparacién de la curva de calibracion y determinaciéon de acido lactico

Para preparar la curva de calibracion, se utilizaron los siguientes reactivos: acido

sulfarico, solucion de sulfato de cobre al 4% (CuSO4* 5H20 4%) en agua destilada
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desionizada (H20 dd) y solucién de p-fenilfenol al 1.5% en etanol 95%. La curva de

calibracion se preparé de acuerdo al Cuadro 3.

Se utilizaron cinco tubos de ensayo, en cada tubo se depositaron diferentes cantidades

de la solucién estandar (de 0 a 20 ug de CsHsLiOs, Cuadro 3).

Cuadro 3. Cantidad de solucion estandar por tubo de ensaye para curva de calibracion

con H2S0a.
# de tubo ML de solucion | Concentracion pg de
estandar lactato
1 0 0
2 50 5
3 100 10
4 150 15
5 200 20

Una vez que se tuvieron las diferentes diluciones de la curva estandar, se procedi6 de
la siguiente manera:

a.
b.
C.

Se completd cada tubo a 0.5 mL de agua destilada desionizada

Se agregaron 3 mL de H2SO4 al 96% y se mezcld en un vortex por 1 min

Se incub6é a 95°C en un calentador seco (Daigger, EUA) durante 10 min y
posteriormente se llevé a temperatura ambiente.

Se adicionaron 50 pL de CuSOa4 4% y se homogenizé

Se agregaron 100 pL de fenilfenol al 1.5% en etanol al 95%, se homogenizo y se
dejo reposar por 30 min.

Se tomo lectura de absorbancia a 570 nm de luz visible en espectrofotometro
Lambda 40 (Perkin Elmer, EUA).

Finalmente se prepard una curva de calibracion estandar para la medicion de
acido lactico.

TECNICA 2. METODO DE BORSHCHEVSKAYA: REACCION DE ACIDO LACTICO Y
CLORURO FERRICO (FeCls).

Esta determinacion se basa en el complejo formado por la reaccion entre los iones

férricos y los hidroxiacidos de color amarillo, donde la intensidad de color es
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proporcional a la concentracion del acido lactico presente en la muestra. La
concentracion de acido se obtiene en una curva de calibracion al conocer la densidad

Optica de cada muestra obtenida del espectrofotometro a 390 nm (Pacios et al., 2009).
Curva de calibracién y determinacion de acido lactico.

Para realizar la curva de calibracion de acido lactico (Cuadro 4), se prepararon
soluciones de acido lactico de concentracion conocida a partir de una solucion estandar

que contenia 120 mML™ de acido lactico (Sigma aldrich, EUA).

Cuadro 4. Concentracion de solucion estandar por tubo de ensaye para curva de
calibracién con FeCls* 6H20.

No. Tubo Concentracion | Sin estdndarde | H20 dd (mL)
mM ac. lactico (mL)
1 0 0 10
2 20 1.667 8.333
3 60 5 5
4 100 8.333 1.667
5 120 10 0

Preparacion de curva.

1. Se tenian cinco tubos de ensaye de acuerdo al Cuadro 4.

2. Se numeraron otros cinco tubos de rosca de 16 x 100 mm previamente
esterilizados y secos.

3. El tubo uno contenia 6 mL de FeCls* 6H20 + 150 pL de H20 dd y se us6 como
blanco y como concentracion cero en las lecturas de absorbancia.

4. Se agregaron 3 mL de solucion de FeCls* 6H20 (0.03%) en cada tubo a partir del
tubo 2 hasta el tubo 5.

5. Se agregaron 75 uL de cada dilucién de acido lactico previamente preparada.

6. Se leyd absorbancia a 390 nm de luz UV en espectrofotometro Lambda 40
(Perkin Elmer, EUA) en un maximo de 15 minutos.

7. Se resolvié la curva estandar.
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Preparacién de las muestras para medir acido lactico.
Las muestras se analizaron de la siguiente manera:

1. Centrifugar 1 mL de muestra a 14, 000 rpm durante 10 min, para cada tiempo y
repeticion. Diluir la muestra centrifugada en dosis de 1:9 (100 pL de muestra en
900 pL de H20dd).

2. Tomar 75 puL de cada muestra y agregarla en tubos con 3 mL de solucion FeCls*
6H20 (0.03%).

3. Medir la absorbancia en el espectrofotometro lambda 40 en un tiempo maximo
de 15 min (Borshchevskaya et al., 2016).

2.5.RESULTADOS Y DISCUSION

Los dos métodos se montaron en las condiciones de laboratorio con los materiales
necesarios, las disoluciones utilizadas en la técnica con sulfato de cobre de Taylor
(1996), mostraron gran variabilidad en la medicion de la cantidad de acido lactico
obtenido en la curva de calibracién, a cantidades conocidas de este acido se obtuvieron

diferentes absorbancias.

Este método colorimétrico se baso en la oxidacion del analito a partir del H2SO4 a
acetaldehido para posibilitar la reaccion con p-hidroxifenol en presencia de iones de
cobre. Se espera una relacién lineal entre el aumento de la absorbancia y la
concentracion del analito en la muestra (Pundir et al., 2016). En este experimento
sucedio lo contrario la curva tuvo un comportamiento poco comun y con muy baja
confiabilidad. En la Figura 2 se nota el color final de la reaccion para ser analizada en el

espectrofotometro.
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Figura 2. Reacciéon colorimétrica en tubos con diferentes concentraciones de acido

lactico con técnica de Taylor (1996).

Una desventaja de esta técnica es que se basa en la coloracion con p-fenilfenol en
presencia de iones metalicos, donde se requiere precipitar proteinas y carbohidratos
gue pueden interferir en la lectura. Con el inconveniente de que, se usan reactivos que
requieren manejo especial y que pueden generar residuos contaminantes (Barnett,
1951; Borshchevskaya et al., 2016). Lo anterior, puede explicar los errores en la
obtencion de la curva. Esta prueba necesita entre 90 min a 2 horas para la obtencién

de resultados.

Respecto a la segunda técnica con cloruro férrico (FeCls*6H20), la reaccion
colorimétrica entre iones lactato y cloruro férrico con lecturas de absorbancia a una
longitud de onda de 390 nm, resultd un método eficiente para la determinacién del
analito. La presencia de impurezas, como el etanol reporta un maximo error de 2% de
la determinacion de acido lactico, lo que implica una baja interferencia de dichas
impurezas (Torres y Goémez, 2019). Este método reduce el margen de error y el tiempo
para la obtencion de resultados es de aproximadamente una hora. La unica desventaja
de este método es que la medicién del analito es confiable dentro de los primeros 15

minutos de estar en contacto con la sustancia reactiva.
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El color de la reaccién se puede ver en la Figura 3 y dependera de la cantidad de acido

lactico presente en las diferentes soluciones.
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Figura 3. Reaccién colorimétrica en tubos con diferentes concentraciones de acido

lactico con técnica de Borshchevskaya.

De las dos técnicas trabajadas, la segunda con FeCls* 6 H20 requiere menos equipo y
es mas accesible. Torres y Goémez (2019) reconocen esta técnica como promisoria
para la determinacién cuantitativa de acido lactico para soluciones que contengan mas
de 0.3 gL del analito.

La curva estandar para la técnica de Borshchevskaya con FeCls* 6H20 fue la que se

utiliz6 como base para los posteriores experimentos en la determinacion de acido

lactico con un R2=0.99 lo que la hace confiable.
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Cuadro 5. Curva de calibracion con FeCls* 6H20 utilizada para medir acido lactico.

Concentracion (mM) Absorbancia
0 0.1391
20 0.3764
60 0.7899
100 1.1465
120 1.1989

Error residual: 0.0692. Coeficiente de correlacion: 0.9917
Ecuacion: Y= 1.8559 e-1+ 9.0762 e-3 * X

2.6.CONCLUSIONES

La técnica con cloruro férrico fue la que presentd mejor sensibilidad en la cuantificacion
de acido lactico, ademas, resulté ser mas eficiente debido a que se requiere menos
tiempo para la lectura de los productos de la reaccion y la calibracion de la curva

estandar es confiable.
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CAPITULO Ill. AISLAMIENTO Y LIOFILIZACION DE BACTERIA ACIDO LACTICA A
PARTIR DE UN MEDIO DE CULTIVO GCA-FR.

3.1.RESUMEN

La presencia de bacterias acido lacticas (BAL) en un medio de cultivo se asocia
principalmente, con una disminucion en el pH del medio de cultivo a valores <5.8. Para
el aislamiento de una BAL ruminal, se inocul6 liquido ruminal fresco de vaca Jersey con
canula ruminal en el medio de cultivo GCA-FR rico en glucosa y se incubd por cinco
horas a 39 °C. Después, se resembré en medio solido selectivo para Streptococos.
Después de varias transferencias se aislo y se identifico por secuenciacién del gen 16s
rARN un Enterococcus spp. Esta bacteria ruminal se conservd mediante liofilizacion

para su posterior evaluacion in vitro en el control de acidosis ruminal.

Palabras clave: Enteroccocus spp., liofilizacién, acidosis, asilamiento.

3.2.ABSTRACT

The presence of lactic acid (LAB) in a culture medium is mainly associated with a
decrease in the pH of the culture medium to values <5.8. For the isolation of a ruminal
BAL, fresh ruminal fluid from a Jersey cow with a ruminal cannula was inoculated in
GCA-FR culture medium rich in glucose, and incubated for five hours at 39 ° C.
Afterwards, it was reseeded in a selective solid medium for Streptococci. After several
transfers, an Enterococcus spp. was isolated and identified by sequencing the 16S
rRNA gene. This rumen bacterium was preserved by lyophilization for its subsequent in

vitro evaluation in the control of ruminal acidosis.

Keywords: Enterococcus spp., Lyophilization, acidosis, isolation.

3.3.INTRODUCCION
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Las bacterias acido lacticas (BAL) son bacterias Gram positivas, tolerantes a la acidez,
facultativamente anaerobias que producen acido lactico como producto final de la
fermentacién de carbohidratos (Stilez and Holzapfel, 1997). Los principales géneros
utilizados como cultivos iniciadores son Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus junto con algunas especies de Enterococcus y Streptococcus. Estos
probioticos estan en la industria de productos lacteos y como alternativas a los

antibidticos utilizados como promotores del crecimiento (Vieco-Saiz et al., 2019).

Por otra parte, se ha demostrado que la administracion de Lactococcus lactis es tan
eficaz como los antibidticos habituales en el tratamiento de la mastitis bovina
(Klostermann et al., 2008). Ademas, las BAL son utilizadas para mejorar los procesos
de ensilaje, la calidad nutritiva del forraje ensilado, y la ganancia diaria de los animales
gue consumen el silo (Muck et al., 2018). También, algunas BAL han mostrado que
minimizan el riesgo de acidosis ruminal (Ghorbani et al., 2002). De lo anterior deriva
aislar y conservar una BAL del rumen de una vaca lechera para su posterior evaluaciéon

en el tratamiento y control de acidosis ruminal subclinica.

3.4.MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevé a cabo en las instalaciones de la Granja Experimental y en el
Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Programa de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en el km 36.5

carretera México-Texcoco, Montecillo, Estado de México.

3.4.1. Aislamiento de Enterococcus spp. a partir de liquido ruminal de vaca

canulada.
Una vaca Jersey con canula ruminal, se usé para la extraccion de liquido ruminal (LR),

de acuerdo con el protocolo aprobado por el Comité de Cuidado Animal del Programa

de Ganaderia del Colegio de Postgraduados. El LR se filtré por una coladera y se
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colocé en incubadora a 39 °C con un embudo de separacion para disponer solo de las
bacterias, posteriormente se usé 1 mL de LR para inocular tubos con medio de cultivo
sélido GCA-FR y se dejo en incubadora (Memmert) a 39°C por cinco horas para tener
la acidez en el medio y por tanto encontrar a las BAL. Se preparé un medio solido
selectivo (Cuadro 6) para bacterias acido lacticas (Streptococcus selective, FLUKA). Se
depositaron 15 mL del medio en cajas de Petri y se incubaron a 39 °C por 24 h, para

comprobar su esterilidad.
Para el aislamiento, se realizaron tres transferencias en el medio de cultivo sélido y se
incub6 a 39°C por 24 horas. La transferencia se realizd tres veces para asegurar el

aislamiento de un cultivo puro de BAL (Lederberg,1989).

Cuadro 6. Composicion del medio sélido de Streptococcus selective (STR) para BAL.

Agar Streptococcus (STR) (g/L)
Caseina peptona 14.4
Peptona de soya 5
Cloruro de sodio 4
D(+)- glucosa 5
Citrato de sodio 1
Sulfito de sodio 0.2
L-cistina 0.2
Azida de sodio 0.2
Violeta cristal 0.0002
Agar 13

Durante este proceso se seleccionaron las dos colonias mas abundantes y finalmente
se obtuvo una que se caracterizé con el color y se observé en un microscopio de

contraste a 100x (Zeiss, Alemania) para confirmar la pureza de la colonia aislada.

3.4.2. Conservacion del cultivo de Enterococcus spp., prueba de viabilidad y

crecimiento.
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La colonia bacteriana aislada de Enterococcus spp., de la tercera resiembra, se
transfirid con un asa bacteriolégica, a un tubo con 9 mL medio de cultivo liquido GCA-
FR con glucosa 1% y se incubd por 24 h a 39°C (Lederberg, 1989). Para observar la
morfologia bacteriana se trabajé nuevamente en el microscopio para ver el crecimiento

bacteriano.

Para la conservacion por liofilizacion de la bacteria aislada, se usé el método
desarrollado en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal (Sanchez et al., 2016). Se
transfirieron 9 mL del medio previamente inoculado con la bacteria a un matraz
Erlenmeyer con 300 mL de medio de cultivo GCA-FR conteniendo 0.5 g/100mL de
glucosa, se incubd a 39 °C y se agitd suavemente cada 4 horas hasta completar 48 h
de incubacion. Se realizé un conteo a la hora 24 de incubacién en la camara Petroff-

Hausser para medir el crecimiento.

Terminado el tiempo de incubacion, se enfrié el medio 2 h a 4 °C en refrigerador,
después, se ultracongelé en un congelador de rodillos (Labconco, EUA) a -38°C,
finalmente se metié a la liofilizadora (Labconco, EUA) durante 24 h a -45 °C y con
presion de vacio de 133 x 103 mBar (Heckly, 1961; Cobos et al., 2011). Se envasaron
en viales de 50 mL sellados con tapdn de neopreno y aluminio para su posterior
estudio. Del material liofilizado se mandé a secuenciar el gen rARN para la

identificacion de la bacteria ruminal.

3.5.RESULTADOS Y DISCUSION

Lo que se encontré6 en la primera siembra de la inoculacion en medio soélido de
bacterias de la hora cinco, fue un cumulo de colonias bacterianas con tres colores
distintivos; una rosada abundante, una blanca cremosa y otra blanca transparente
(Figura 4).
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Figura 4. Crecimiento bacteriano de la primera siembra obtenida de medios inoculados

con LR de las 5 h de incubacion para bacterias acido lacticas (BAL).

Posteriormente se realizo la segunda siembra seleccionando a la colonia de bacterias
mas separada de entre la caja Petri y se obtuvieron colonias con mayor pureza como

se muestra en la Figura 5.

Colonia blanco cremosa

Colonia blanco
transparente

Figura 5. Crecimiento de colonias en la segunda siembra en medio sélido de

Streptococcus (STR).
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Finalmente, en la tercera siembra, se observé una colonia pura con colonias mas
separadas (Figura 6), Kung y Hession (1995) mencionan que la fuente de
microorganismos puede ser liquido ruminal fresco o un cultivo de bacterias crecidas en
medio de cultivo liquido selectivo. Una vez que crecen las colonias se sigue el proceso
de aislamiento para obtener cultivos puros de bacterias que degradan un sustrato
especifico. Asi se logré el aislamiento de un Enterococcus spp., vista al miscroscopio,
se identificaron células esféricas que se presentaron en pares, tétradas y otras cadenas
de menos de 10 bacterias, por lo que sus caracteristicas morfolégicas son propias de
un Enterococcus spp. como lo sefialan Holth et al. (1993) esta bacteria pertenece al

grupo de cocos Gram positivos, no motiles, no esporulados.

Figura 6. Crecimiento de colonias en la tercera siembra con un tipo de BAL en medio
STR.

Aislada la bacteria se procedié a su liofilizacion manteniendo a la bacteria viable
después de dicho proceso (Figura 7), uno de los factores que influyeron en este
resultado fue la siembra en el medio de cultivo GCA-FR, lo cual coincide con lo
reportado por Cobos et al. (2011) quienes mencionan que algunos componentes del
medio de cultivo GCA-FR pueden actuar como agentes protectores durante el proceso

de liofilizacion.
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Figura 7. Medios liofilizados de Enterococcus spp. a partir de un medio de cultivo GCA-

FR con 0.5% de glucosa.

La rehidratacion del liofilizado se realiz6 durante 24 h para la obtencién de una
concentracion considerable de bacterias en el medio, y posteriormente se realizaron los
estudios metabdlicos correspondientes. De acuerdo con Cobos et al. (2011) la
concentracion de bacterias para Pedicoccus acidilactici a las 24 h fue de 4.5 x 10!
bacterias por mililitro de medio, en este estudio se cuantificaron 1.2 x 10° bacterias por
mililitro de medio a las 24 h de incubacion, en la presente investigacion se dejo crecer
hasta las 48 h pues el crecimiento de la Enterobacteria fue mas lento.

Una especie similar a la bacteria aislada, Enterococcus faecium, tiene potencial
probidtico para ser administrado en sustitutos lacteos en becerros durante la lactancia.
El género Enterococcus, posee diferentes rutas para el metabolismo de carbohidratos y
puede crecer en una amplia variedad de azucares (Caballero, 2014). En otro estudio se
reporta que esta especie es productora de acido linoleico conjugado (CLA) que tiene
propiedades funcionales para los humanos (Conte y Soncin, 2007). Lo anterior podria
dar pauta al estudio de otros beneficios de la enterobacteria aislada. Para este estudio

lo que se pretende es usarla para el control y tratamiento de acidosis lactica.
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Finalmente se aislé un Enterococcus spp. (Figura 8) donde se aprecia la pureza de la
bacteria encontrando solo cocos y cadenas de los mismos, donde se verificd su

morfologia y viabilidad.

Figura 8. Bacteria aislada de Enterococcus spp. vista al microscopio de contraste

Zeiss, magnificacion 100x.

3.6.CONCLUSIONES

En este estudio se encontré que el medio de cultivo Estreptococcus selective tiene
propiedades para aislar a otras bacterias acido lacticas (BAL), pues se logro aislar un
Enterococcus spp. productora de acido lactico, a partir de muestras de liquido ruminal.
Se liofilizd satisfactoriamente y su viabilidad se mantuvo sin problema alguno después
del proceso de liofilizacion, puesto que se volvio a reproducir después de ser
rehidratada e incubada nuevamente en medio de cultivo liquido de GCA-FR

manteniendo en todo momento su pureza.
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CAPITULO IV. COMPARACION DE DOS INOCULOS BACTERIANOS Y USO DE
BICARBONATO DE SODIO PARA EL CONTROL DE ACIDOSIS IN VITRO.

4.1. RESUMEN

La acidosis ruminal es un problema causado por la ingestion excesiva de carbohidratos
de facil fermentacion que afecta al ganado. El objetivo de este estudio fue evaluar dos
in6culos bacterianos sobre variables fermentativas. Un indculo fue una bacteria acido
lactica aislada del rumen, identificada como Enterococcus spp. El segundo inoculo fue
un consorcio de bacterias ruminales extraidas del rumen. Los tratamientos fueron: T1
(testigo) = LRF (liquido ruminal fresco), T2= enterobacteria aislada (EB), T3 = cocultivo
de EB + LRF, y T4 = bicarbonato de sodio. Se usé el medio de cultivo GCA-FR
enriquecido con glucosa. Los medios de cultivo se incubaron a 39+0.5 °C por 0, 3,4y 5
h. Al término de cada periodo se midié el pH, concentracion de acido lactico, acidos
grasos volatiles (AGV) y concentracién de bacterias totales. Los datos se analizaron
con un disefio completamente al azar y con prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov. El pH disminuyd en el T1 y T3 a las 5 h, mientras que, en T2 y T4 no se
presento la acidez. La concentracidon de acido lactico fue mayor (P<0.05) para el T4 con
bicarbonato, aunque no se acidificé el pH del medio de cultivo. En el T2 se mantuvo el
pH arriba de 6 hasta las 5 h de incubacion. La produccion de acido lactico fue menor,
pero no significativamente (P>0.05) con respecto a los tratamientos T1 y T3, que
presentaron un aumenté en la produccion de acido lactico conforme pasaba el tiempo
de incubacién. Se concluye, que la BAL aislada tiene una fermentacion acido mixta de
la glucosa, por tanto, ademas de acido lactico produce AGV y tiene potencial como

aditivo microbiano para el control de la acidosis ruminal.

Palabras clave: Enterobacteria, pH, acido lactico
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4.2.ABSTRACT

Ruminal acidosis is a problem caused by excessive ingestion of easily fermented
carbohydrates that affects livestock. The objective of this study was to evaluate two
bacterial inocula on fermentative variables. One inoculum was a lactic acid bacterium
isolated from the rumen, identified as Enterococcus spp. The second inoculum was a
consortium of ruminal bacteria extracted from the rumen. The treatments were: T1
(control) = LRF (fresh ruminal fluid), T2 = isolated enterobacteria (EB), T3 = EB + LRF
co-culture, and T4 = sodium bicarbonate. GCA-FR culture medium enriched with
glucose was used. The culture media were incubated at 39 + 0.5 ° C for 0, 3, 4 and 5 h.
At the end of each period, the pH, lactic acid, volatile fatty acids (VFA) and total bacteria
concentration were measured. The data were analyzed with a completely randomized
design and with the Kolmogorov-Smirnov normality test. The pH decreased in T1 and
T3 at 5 h, while acidity was not present in T2 and T4. The lactic acid concentration was
higher (P <0.05) for T4 with bicarbonate, although the pH of the culture medium was not
acidified. In T2 the pH was maintained above 6 until 5 h of incubation. Lactic acid
production was lower, but not significantly (P> 0.05) with respect to treatments T1 and
T3, which presented an increase in lactic acid production as the incubation time passed.
It is concluded that isolated BAL has a mixed acid fermentation of glucose, therefore, in
addition to lactic acid it produces VFA and has potential as a microbial additive for the

control of ruminal acidosis.
Keywords: Enterobacteria, pH, lactic acid

4.3.INTRODUCCION
La acidosis ruminal es un problema muy comun en los rumiantes provocado por las
dietas altas en grano que hoy en dia son utilizadas para incrementar la produccion
principalmente en ganado lechero. En México la frecuencia de acidosis ruminal es del

36% en vacas lecheras altas productoras (Paasch et al., 1997). Se estima que entre el

14 y el 42% de las muertes de ganado de corral son debido a trastornos digestivos y
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que se gastan en promedio 10 ddlares por cabeza en su tratamiento (Snyder y Credille
2017). La poblacion de bacterias acido lacticas (BAL) ruminales aumenta cuando la
dieta consumida por los rumiantes contiene una proporcién alta en carbohidratos de
fermentacién rapida (Dehority, 2003), y son transformados por la actividad
homofermentativa de las BAL en acido lactico principalmente (Yokoyama y Johnson,
1993; Cobos 2007). Una de las principales bacterias productoras de acido lactico es la
S. bovis que puede provocar una caida en pH a menos de 5.5 asociado a un exceso de
produccion de AGV (Keunen et al., 2003). La concentracién ruminal de acido lactico en
el liquido ruminal normalmente no sobrepasa 1 mM, sin embargo, durante las acidosis
graves puede ser superior a 120 mM (Contreras y Noro, 2010). Para controlar los
cambios en el ambiente ruminal debido a esta enfermedad metabdlica se han utilizado
amortiguadores (bicarbonato de sodio), ionoforos y alcalis (MgO) que neutralizan la
acidez ruminal producida por la fermentacion de los carbohidratos (Staples y Lough,
1989). EIl objetivo de esta investigacion fue comparar in vitro el efecto de la EB
(Enterococcus spp.), un testigo (LRF) y un tratamiento comercial a base de bicarbonato
de sodio sobre los productos finales de la fermentaciéon de carbohidratos faciimente

fermentables pH, acido lactico, AGV y bacterias totales.

4.4, MATERIALES Y METODOS
Este estudio se llevd a cabo en las instalaciones de la Granja Experimental y
Laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana del Programa de
Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, ubicado en el km 36.5
carretera México-Texcoco, Montecillo, Estado de México.
4.4.1. Bacteriay medio de cultivo
Una enterobacteria (EB) fue previamente aislada en un medio con exceso de glucosa

liofilizada para su conservacion e identificada por secuenciacion del gen 16S rARN. El

medio de cultivo fue Glucosa Celobiosa Almidén - fluido ruminal (GCA-FR) (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Composicién del medio de cultivo anaerobio rico en glucosa para bacterias
totales (BT).

Compuesto Cantidad para 100 mL
Agua destilada, mL 52.6
Liquido ruminal clarificado®, mL 30
Solucién mineral 1@, mL 5
Solucion mineral 114, mL 5
Carbonato de sodio sIn 8% ®*), mL 5
Solucion cisteina sulfito de sodio ®), mL 2
Solucion rezarsurina al 0.1% ©, mL 0.1
Peptona de soya, g 0.2
Extracto de levadura, g 0.1
Glucosa 1%, g 1
Celobiosa 0.06
Almidon 0.06

BT: Bacterias Totales. (1) Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa ftriple y
centrifugado a 10,000 rpm, por 10 min, esterilizado 20 minutos a 15psi, 121°C; (2) Conteniendo
(1000mL) 6g de KzHPOg4; (3) Conteniendo (1000mL) 6g de KH2POa; 6g (NH4)2S04; 12g NaCl; 2.45¢g
MgSOa4y 1.6 g de CaCl2*H:0; (4) 8 g de Carbonato de Sodio en 100mL de agua destilada; (5) 2.5 g de L-
cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH) + 2.5 g de Na2S-9H20 (en 100 mL de H:20); (6) 0.1 mL de
rezarsurina en un volumen final de 100 mL.

4.4.2. Tratamientos

Los tratamientos aplicados fueron: 1) LRF= liquido ruminal fresco, 2) EB=
Enterobacteria, 3) LRF + EB y 4) LRF + Bicarbonato de sodio. Para el ultimo
tratamiento con bicarbonato de sodio se agregé 0.1 g en cada tubo con medio de
cultivo. Se hicieron cinco repeticiones para los 4 tiempos (0, 3, 4 y 5 h) de los cuatro

tratamientos.

Se utilizaron cinco tubos de 18 x 150 mm (PIREX) para cada tratamiento y tiempo, los
cuales fueron esterilizados en autoclave (Tuttnauer 2540) a 134 ° C durante 3 min.
Luego se prepararon los medios de cultivo con 9 mL de acuerdo al Cuadro 7, bajo flujo
de CO:a.

La EB fue activada al adicionar 0.02 g del liofilizado en 9 mL de medio GCA-FR y al

cabo de 40 min de incubacion se inocularon 5 mL de esta en un vial serolégico con 60
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mL de medio GCA-FR que 24 h después de incubado a 39 °C fue el que se usé como
indculo para iniciar con una concentracion de bacterias de 2.6 x 102 bacterias mL* en

el medio.

Los medios se inocularon con 1 mL de LRF o EB segun el caso y 0.5 mL cuando se
hizo en combinacién con la EB; los medios se incubaron a 39°C. Al término de cada
tiempo se determind el pH, concentracion de acido lactico, acido acético, propidnico,

butirico y bacterias totales (BT).

El conteo de bacterias totales se realiz para los cuatro tratamientos a la hora 0 y 5 del
experimento en las cinco repeticiones. Se fijaron 0.5 mL del medio de cultivo con 0.5
mL de una solucién de formaldehido al 37% (J.T. Baker, EUA). El conteo de bacterias
se realizd con la camara Petroff-Hausser con un area de 0.0025 mm?, una profundidad

de 0.02 mm y un microscopio de contraste marca Zeiss con una magnificacién de 100x.

La concentracion bacteriana se calculd con la siguiente formula:

[Bacterias/mL] = (X) (FD) (2x 107)

Donde:

[Bacterias/mL]= Concentracion de bacterias totales por mL

X= Media del conteo de bacterias en la camara

FD= Factor de dilucién de la muestra (mL volumen total / mL de muestra)

2 x 10’= Constante de la capacidad volumétrica de la camara Petroff-Hausser esto es:
1mL=[1000 mm3/ (0.05 mm x 0.05 mm x0.02 mm)] igual a 20,000,000.

4.4.3. Determinacion de acidos grasos volatiles
Del medio de cultivo a las 0, 3, 4, 5 h de incubacién, se retiré y centrifugd 1 mL a 14

000 rpm durante 10 min en viales que contenian 0.25 mL de acido metafosférico en

una centrifuga Hettich EBA-21. La concentracion de AGV se determind mediante un
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cromatégrafo de gases (Claurus 500, Perkin EImer ™, USA) con automuestreador y
equipado con una columna capilar (ELITE-FFAP, Perkin Elmer™, USA) de 15 m, un
detector de ionizacion de flama (FID), el gas acarreador fue N2 a 60psi e H2 a 60 psi
con aire a 40 psi para generar una flama. Las temperaturas del horno, inyector y
columna fueron 120, 250 y 250 °C respectivamente (Sanchez y Cobos 2016). Asi se
obtuvieron tres picos en un tiempo de retencién de 1.22, 1.55 y 2.02 min para acético,

propionico y butirico con un tiempo total de cada corrida de 4.79 min.

4.4.4. Concentracion de acido lactico

Al finalizar cada periodo de incubacion (0, 3, 4 y 5 h) y después de centrifugar a 14 000
rpm durante 10 min, se tomaron 100 uL de muestra y se diluyeron en 0.9 mL de agua
destilada desionizada y se fueron refrigerando hasta completar el experimento.
Posteriormente, se pesaron 0.05 g de FeCls*6 H20 (0.03%) y se afor6 a 100 mL con
H20 destilada desionizada, de esta solucion se prepararon tubos de 13 x100 mm con 3
mL de la solucién y se le fue agregando 75 uL de cada muestra de cada tratamiento y
repeticion. Ademas, se prepard un blanco con 3 mL de FeCls*6 H20 (0.03%) y 75 pL de
H20 dd. Se mezclaron las muestras en un vortex y se midieron en un
espectrofotometro UV-Vis (Lamda-40, Perkin EImer™, USA), calibrado con un método
(r>=0.99) de concentracién de acido lactico. La absorbancia se midié a una longitud de
onda de 390 nm antes de 15 min de haber mezclado la muestra con la solucién de
FeCls*6 H20 (0.03%) (Borshchevskaya et al., 2016).

4.4.5. Diseno y analisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar y la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov, los datos de concentracion de acido lactico, AGV y pH de los
medios de cultivo se analizaron con el procedimiento PROC MIXED de SAS (SAS,

2001). Las medias se compararon con la prueba de Tukey (p<0.05).

4.5.RESULTADOS Y DISCUSION

53



La EB y el consorcio de bacterias del LRF fermentaron acido lactico, acético, propionico
y butirico a partir de glucosa. La EB tuvo un crecimiento exponencial a las 24 horas y
alcanzo la cantidad de 2.6 x 108 bacterias por mL. El LRF tuvo una concentracion de

9.4 x 108 bacterias por mL al momento de la inoculacion.

La concentracion de acido lactico (Cuadro 8) fue mayor (P<0.05) en el tratamiento con
bicarbonato a las 5 h de incubacion, mientras que la menor produccion de lactico fue
para Enterococcus spp. en el mismo tiempo de incubacién, entonces a pesar de que el
pH disminuye con la fermentacién en todos los tratamientos se genera un cambio en la
produccion de acido lactico para el tratamiento con la EB cuando fermenta sola.
Asimismo, el pH en el tratamiento con EB no llega a la acidez al final del experimento, a
diferencia del medio inoculado con LRF y el cocultivo de LRF con EB cuyo pH llego a
valores de 5 con el exceso de glucosa en el medio de cultivo. Beauchemin et al. (2003)
sefalan que la incidencia de acidosis y reducciéon de pH no es causada por la

acumulacion de acido lactico, sino por la concentracion de AGV totales en el medio.

Por otra parte, el tratamiento con Bicarbonato presento la menor caida en el pH a pesar
de que la produccion de acido lactico fue mayor. Erdman (1988), Owens et al. (1998)
mencionan que el bicarbonato tampona los protones de los acidos organicos
incrementando el pH ruminal mejorando la absorcion de AGV, lo cual sucede para el
tratamiento con bicarbonato donde el pH se mantiene en un rango de 7.4 a 6.9.
Asanuma e Hino (2002) mencionan que no es beneficioso inhibir la produccion de
lactato, pero es deseable controlar su produccién y uso para que el lactato siempre

este presente, y no se acumule.

Para este experimento se tiene que la EB presenta baja produccion de acido lactico
cuando fermenta sola lo cual ayudaria a controlar la cantidad de acido lactico que se
produce por la fermentacion de carbohidratos, al igual que cuando se trabaja en

cocultivo donde el comportamiento es estadisticamente el mismo con baja produccion.
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Dehority (2003) indica que el pH es modificado por los acidos organicos producidos por
la fermentacion, sin embargo, la actividad bacteriana se afecta cuando el pH del medio
es menor de 6.0, esto se debe a la acumulacion de acido lactico en dietas ricas en

carbohidratos y poca fibra.

El crecimiento de las enterobacterias (EB) se ve afectado cuando el medio se acidifica
(Ostling y Lindgren, 2006). Lo anterior, puede explicar un poco el comportamiento de la
EB en la hora 5 del experimento en que disminuye su produccién de acido lactico, pero
no significativamente (p<0.05). La produccién de &acido lactico es diferente entre

tratamientos para las 5 h del experimento (Cuadro 8).

Chiquette et al. (2015) mencionan que las enterobacterias producen acido lactico que
utilizan para mantener a las bacterias que usan lactato en el rumen, como la
Megasphaera elsdenii. Sin embargo, estas enterobacterias trabajan mejor
acompafnadas de Saccharomyces cerevisiae puesto que controlan la disminucion de pH
ya que la levadura posiblemente proporciona nutrientes a poblaciones bacterianas

especificas.
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Cuadro 8. Cambios de pH y concentracion de acido lactico en medios de cultivo.

Tiempo (h) LRF EB LRF+ EB LRF+ Bicarbonato EEM
pH
0 6.86 ay 6.76 az 6.84 ayz 7.42 ax 0.06
3 6.53 by 6.31 bz 6.34 bz 7.10 bx 0.07
4 571cz 6.17 cXx 5.33 cy 6.90 cw 0.11
5 5.09 dz 6.02 dy 5.08 dz 6.93 cx 0.18
Acido lactico mM
0 4.53 cdy 5.74 bxy 1.40 dyz 11.42 bw 0.11
3 5.26 cyz 7.19 by 4.38 cyz 14.20 bx 0.11
4 1247 byz 12.04ayz 8.48 byz 20.33 ax 0.14
5 16.74 axy 11.04 az 13.81ayz  20.53 ax 0.11

a, b, ¢, d Medias con distinta letra en una columna son diferentes (p<0.05).
W, X, ¥, Z Medias con distinta letra en una hilera son diferentes (p<0.05). LRF= liquido ruminal fresco;
EEM: error estdndar de la media. EB= Enterobacteria; LRF + EB= Liquido ruminal fresco +

Enterobacteria; LRF + Bicarbonato= Liquido ruminal fresco + Bicarbonato de sodio (NaHCO3).

En un estudio realizado por Chiquette et al. (2015) se encontré que la produccion de
lactico fue variable durante la acidosis subaguda detectando un aumento de 5 mM. En
este estudio cuando se presentd la acidosis in vitro se tuvo una produccién de 16.74

mM para el tratamiento con LRF.

Las enterobacterias realizan fermentaciones acido-mixtas, donde se forman tres
acidos: acético, lactico y succinico- a partir de la fermentacién de la glucosa. La
glucdlisis es la ruta utilizada por los fermentadores acido-mixtos (Madigan. et al, 2015).
Los enterococos producen enzimas utiles (Sarantinopoulos et al., 2001), vitamina Bi2
(Li et al., 2017) y enterocina que inhibe el crecimiento de ciertos microorganismos
dafinos (Arena et al., 2018). Otras bacterias del mismo género como Enterococcus
faecium ayudan a mantener la actividad de las bacterias que utilizan lactato y estimula
el crecimiento de microbios del rumen, que a su vez pueden aumentar el suministro de
energia de propionato glucogénico para los rumiantes hospedadores (Pang et al.,

2014). Lo anterior muestra que la EB puede ser usada como un probiético como lo
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mencionan Saro, et al. (2017) donde diferentes bacterias entre ellas el Enterococcus,
Bacillus y Lactobacillus se utilizan para modificar un poco los productos finales de la

fermentacion en rumiantes.

Ramaswami et al. (2005) anadieron un cultivo de L. acidophilus a la dieta de terneros
en crecimiento y observaron una mejora de 10 % en la ganancia media diaria de los
mismos. Por lo que la EB se puede agregar en una dosis mayor para causar un mejor
efecto sobre las variables fermentativas cuando se tienen carbohidratos de rapida

disponibilidad ya sea sola o con alguna levadura.

En cuanto a los AGV (Cuadro 9) se tiene que en todos los tratamientos domina la
fermentacién acética, la mayor produccion de este acido se da para el tratamiento con
Bicarbonato + LRF con 75% de produccién de acético siendo diferente de los demas
tratamientos principalmente para la 5 h del experimento, cuando se suministran
raciones a base de forraje o pastos la produccion es de 60 a 75% y la variacion
dependera del tipo de forraje y madurez del mismo (Balch,1957). Para el &acido
propionico se ve incrementada para el tratamiento con LRF y en cocultivo siendo
estadisticamente diferente (p<0.05) del tratamiento con Bicarbonato y con la EB. En
cuanto a la produccion de acido butirico la mayor produccion se presenta en el
tratamiento con EB y el LRF + EB para la ultima hora del experimento, lo cual muestra
un aumento en la produccion de acido butirico en los tratamientos donde se encuentra
presente la EB. Britton y Stock (1987) sefialan que la concentracion total de AGV, y no
solo la del acido lactico, es la responsable de la acidosis. Chiquette et al., (2015)
encontraron que la proporciéon de butirato y propionato aumenta durante la acidosis
subaguda lo cual coincide con este experimento en cuanto al aumento de produccién

de butirico en el tratamiento de LRF + EB.

Marounek, et al. (1985) reportaron una reduccion en las proporciones molares del acido
acético y un aumento en las proporciones molares del acido propionico y butirico
durante la fermentacién del almidon con bacterias mixtas, en respuesta a la

disminucién del pH.
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Cuadro 9. Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) y Totales (mM).

Tiempo (h) LRF EB LRF+EB LRF+ Bicarbonato EEM
acido acético mM
0 73.71az 73.58az 73.22az 73.74bz 0.19
3 72.88az 73.76az 72.72az 75.92ay 0.34
4 72.33az 74.29ay 72.81az 75.28ay 0.34
5 73.01ay 73.80ay 72.58az 75.52ax 0.35
acido propionico mM
0 16.01bx 15.63ax 15.97bx 15.83ax 0.11
3 16.90ay 15.47az 16.56aby 14.66bz 0.23
4 17.47ay 15.33az 16.67aby 15.39abz 0.24
5 17.42ay 15.59az 17.08ay 15.46az 0.27
acido butirico mM
0 10.27az 10.79ay 10.81ay 10.43ay 0.10
3 10.23ay 10.76ax 10.72ax 9.42bz 0.14
4 10.20ay 10.38ay 10.52ay 9.33bz 0.13
5 9.57by 10.61ax 10.34ax 9.02bz 0.16
AGV totales mM
0 25.72bx 22.50az 20.99az 21.53cz 0.48
3 27.54ax 21.54az 21.30az 23.57by 0.64
4 27.42ay 21.94az 22.18az 23.50bz 0.56
5 29.05ax 22.67az 21.17az 26.08ay 0.79

a, b,c Medias con distinta letra en una hilera son diferentes (p<0.05).
X, ¥, z Medias con distinta letra en una columna son diferentes (p<0.05). EEM: error estandar de la
media. LRF= liquido ruminal fresco; EB=Enterobacteria; LRF + EB= Liquido ruminal fresco +

Enterobacteria; LRF + Bicarbonato= Liquido ruminal fresco + Bicarbonato de sodio (NaHCO3).

La relacién entre el incremento de los acidos grasos volatiles (AGV) y el descenso del
pH es inversamente proporcional, pero, esta relacion puede ser débil cuando la dieta

incluye amortiguadores de pH (Dijkstra et al., 2012).
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El tratamiento testigo con LRF presenta la mayor produccion total de AGV en la 5 h,
seguido el tratamiento con bicarbonato encontrando ademas diferencias significativas
(p<0.05) en las diferentes horas del experimento (Cuadro 9). Las menores
producciones totales de AGV se presentaron en los tratamientos que contenian la EB

para todas las horas.

En el Cuadro 10 se tiene un aumento en la cantidad de bacterias totales a través del
tiempo en todos los tratamientos excepto para el tratamiento con la EB en la que la

concentracion se mantiene en 108 bacterias por mL.

Cuadro 10. Concentracion de bacterias totales en los medios de cultivo en la hora de

inicio (Oh) y final (5h) del experimento.

Bacterias totales

Tratamiento Hora (Bac/mL)
LRF 0 3.1x 108
1.68 x 10°
1.16 x 108
1.6 x 108
1.76 x 108
1.38x 10°
2.24 x 108
1.26 x 10°

EB

LRF + EB

LRF + Bicarbonato

oo O o1 O U1 O U

4.6.CONCLUSIONES

El tratamiento con EB presenta una ligera disminucion en pH y una baja producciéon de
acido lactico cuando fermenta individualmente a diferencia del testigo, mientras que en
cocultivo sucede lo contrario, ya que el medio se acidifica y la produccion de lactico
aumenta. La fermentacion principalmente fue acética y en todos los tratamientos hubo

crecimiento bacteriano elevado mientras que para el tratamiento con la EB fue lento. La
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EB debe ser evaluada con algun otro tipo de bacteria o levadura para mejorar su

potencial en el control de la acidosis in vitro.

La adicion de bicarbonato ayuda a controlar el pH del medio, pero no la produccion de

acido lactico.
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CONCLUSIONES GENERALES

El uso de glucosa en cantidad de 1g/100mL (1%) de medio de cultivo para bacterias

totales es adecuado para trabajar experimentos in vitro basados en la acidosis.

La técnica que mejor respondid para la medicion de acido lactico en las condiciones
gue se tienen en el laboratorio de microbiologia es la que se basa en el uso de Cloruro
férrico (Borschevakaya et al., 2016), por su alta confiabilidad, economia y rapidez en la

obtencion de los resultados.

Por otro lado, el aislamiento de Enterococcus spp. abrid las puertas para el estudio de
ella en el control de la acidosis, presenta cierta actividad en el control de la
fermentacién de la glucosa notando cambios en pH, produccién de acido lactico y AGV
totales cuando trabaja sola, no asi en cocultivo, aunque se han encontrado estudios
donde junto con Saccharomyces cerevisiae ha tenido respuesta a favor de las variables

antes mencionadas en el control de la acidosis.
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