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RESUMEN

Se estudio el cultivo continuo de la levadura Kluyveromyces fra-
gilis ATCC 8554 en suero de leche desproteinizado y suple-
mentado como funcién de la tasa de dilucion (D), a pH 5,00 y
temperatura 30°C. Se empled un biorreactor Bioflo 4000 con un
volumen de trabajo de 3 dm3, y controles automaticos de los flu-
jos de alimentacion, cosecha, temperatura, pH, y velocidad de
agitacion. La tasa de dilucion se varié entre 0,15 y 0,36 h'' El
suero de leche fue caracterizado, en términos de lactosa, nitro-
geno, proteinas, fésforoy pH. La biomasa se determiné por me-
dicion de la densidad Optica. En los cultivos por carga no se de-
tectd produccion de etanol, indicando que no existieron condi-
ciones limitantes de oxigeno. En cultivo continuo se determina-
ron los valores de la tasa especifica de crecimiento maxima
{tm#x=0,530 + 0,017 h™), la constante especifica de consumo
de sustrato (Ks=17,64 = 0,074 kg/ms), el coeficienie de mante-
nimiento {m=0,0414 = 0,018 kg de lactosa’kg de biemasa/h) y el
rendimiento (Y¢=0,874 + 0,181 kg de biomasa producida/kg de
lactosa consumido para crecimiento). En cultivo continuo el va-
lor maximo de concentracion de biomasa fue de 26,0 kg/m3 a
una tasa de dilucién 0,15 h'. La maxima productividad fue
5,52 kg/m3.h a unatasa de dilucién de 0,24 h™. El contenido de
proteina microbiana fue de 42,9%, con una cantidad de cenizas
de 2,6%, con valores de Fe, P y Ca comparables al de otras
fuentes nutricionales tradicionales, o que sugiere el potencial
uso de esta levadura como suplemento en alimentacién animal.

Palabras clave: Suero de leche, Kluyveromyces fragilis, culti-
Vo continuo, tasa de dilucion.

ABSTRACT

The continuous culture of the yeast Kluyveromyces fragilis
ATCC 8554 was studied on deproteinized and supplemented
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whey as a function of the dilution rate (D), at pH 5,00 and tem-
perature 30°C, conditions previously determined from batch
culture. A bioreactor Bioflo 4000 was used, with a volurme work
of 3 dm® and automatic control of feed flow, harvest flow, tem-
perature, pH and stirrer speed. The dilution rate was changed
between 0,15 and 0,36 h™, by changing the feed flow. Whey
was characterized, assessing its contents of lactose, nitrogen,
protein, phosphorus and pH. The biomass concentration in cul-
ture medium was determined by optical density. In the batch
cultures ethanol production was not detected, so did not exist
limiting oxygen conditions. From continuous culture the maxi-
mum specific growih rate (Umax= 0,530 0,017 h'1), the satura-
tion constant {Ks=17,64 + 0,074 kg/m3), the maintenance coe-
fficient (m=0,0414 = 0,018 kg of lactoselkg biomass/h} and the
growih yield (Yc = 0,874 = 0,181 kg of biomass produced/kg
lactose consumed for growih) were determined. In continuous
culture the maximum biomass concentrationwas 26,0 kg/m3 at
D = 0,15 k™. The maximum productivity was 5,52 kg/ms.h at
D =024 h'. The yeast had a content of minerals comparable
with other nutritious sources. its protein and ash contents were
42,9% and 2,6%, which shows the yeast is suitable as a
supplementin animal feed.

Key words: Whey, Kluyveromyces fragilis, continuous culture,
dilution rate.

INTRODUCCION

La polucién ambiental y la escasez de alimentos son al-
gunos de los problemas graves que enfrenta la humanidad, ra-
z6n por la cual se encaminan esfuerzos hacia la busqueda de
alternativas que ofrezcan soluciones viables a estos proble-
mas.

Un poluente de elevado potencial contaminante, es el
suero de leche, el cual es el subproducto mas abundante de la
industria factea y se origina en la elaboracion del queso. Una
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parte del suero producido en esta industria, se utiliza en la ali-
mentacion animal, fabricacion de yogurt y de bebidas fermen-
tadas [18] y como suplemento en la elaboracion de productos
de panaderiay confiteria[6].

El suero de leche contiene componentes de alto valor
nutritivo, pero en concentraciones muy pequefias y en forma
no siempre asimilable para los humanos [13]. El contenido de
lactosa en el suero es de 4,5% aproximadamente y contiene
ademas el 20% de las proteinas totales de la leche entera[13].

El procesamiento biotecnoldgico del suero de leche ge-
nera productos de interés para el sector agroindustrial, tales
como bebidas fermentadas, acidos organicos (acido lactico y
propidnico) y proteina microbiana. Para la obtencién de estos
productos se utilizan microorganismos (Saccharomyces cere-
visiae, Candida pelficulosa, Lactobacillus helveticus, Strepto-
coccus thermophilus y Kluyveromyces fragilis) [9, 13, 15] que
son capaces de consumir los nutrientes del suero, principal-
mente la lactosa, disminuyendo asi su potencial contaminante,
al mismo tiempo que se obtienen productos Utiles.

La levadura Kluyveromyces fragilis, se utiliza amplia-
mente en el bioprocesamiento del suero de leche para obte-
ner, entre otros productos, alcoholes (etanol y glicerol) {2, 91,
enzimas(a y -galactosidasa) [2, 14] y PUC {5, 8, 9]. Posee un
elevado contenido de proteinas, lo cual la convierte en un po-
tencial suplemento proteico para alimentacién animal. Anterior-
mente conocida como Saccharomyces fragilis, su nombre ac-
tual es Kluyveromyces marxianus var. marxianus {2]. Se en-
cuentraen una gran variedad de frutas y es capaz de alterar la
calidad de los quesos, el yogurt [12] y la leche [17]. Ademas
interviene en la fermentacion natural de licores [11].

Comparadacon los métodos tradicionales de produccion
de proteinas para alimentaciéon humana o animal, la produc-
cion a escala industrial de proteina microbiana presenta cier-
tas ventajas; por ejemplo, los microorganisrnos no dependen
de las condiciones agricolas o del clima, sino que son cultiva-
dos en grandes fermentadores, tienen una alta velocidad de
multiplicacion de masa, poseen un alto contenido de proteinas,
la experimentacion genética para mejorar el contenido proteico
puede efectuarse en corto tiempo, su produccién no esta limi-
tada por superficie o luz solar y pueden utilizar una gran varie-
dad de fuentes de carbono. Ademas las instalaciones para la
producciéon de proteina microbiana ocupan areas limitadas y
ofrecen altos rendimientos [3]. Cuando se compara la capaci-
dad para sintetizar proteinas de animalesy plantas frente a los
microorganismos, éstos resultan mucho més eficaces y po-
seen cortos tiempos de duplicacion.

El bioprocesamiento del suero de leche para obtener
proteinamicrobiana, puede llevarse a cabo tanto en cultivo por
carga como en cultivo continuo. En este Ultimo caso se obtiene
una mayor productividadde biomasa, dado que se disminuye
el tiempo de duracién de todo el proceso. Por otra parte me-
diante el cultivo continuo es posible calcular los parametros de
crecimiento de los microorganismos empleados.

En general, la utilizacion del suero de leche como sus-
trato para producir proteina microbiana, puede ser una alterna-
tiva viable para cubrir en parte la aguda carencia proteica.

Producir proteina microbianade Kluyveromyces fragilis y
determinar los pardmetros de crecimiento en cultivo continuo
utilizando la lactosa del suero de leche como sustrato son los
principales objetivos de esta investigacion.

MATERIALES Y METODQLOGIA EXPERIMENTAL

Microorganismo

Se utilizé la levadura Kluyveromyces fragilis ATCC 8554.
Esta fue obtenida de la American Tipe Culture Colection
(ATCC), activada y mantenida en tubos de cultivo de 25 x 150
mm, sobre YMBacto Agar en forma de cufia. Una vez sembra-
dos, los tubos se incubaron aerébicamente durante un lapso
de 2 a 3 dias a 30° Cy posteriormente se almacenaron aproxi-
madamente a 10°C, antes de su uso en un lapso no mayor de
ocho dias.

Suero de leche

El suero de leche, fue suministrado por la empresa Ve-
nelacteos ubicada en Maracaibo, estado Zulia. Se caracterizé
midiendo los sélidos totales, cenizas, nitrégeno, proteinas, fos-
foroy lactosa[1, 71.

Desproteinizacion y suplernentaciondel suero de leche

Para desproteinizar el suero de leche se le aplicé un tra-
tamiento termoacido, ajustando el pH a 4, 5antes de llevar al
autoclave a 115° Cdurante 15 min. Luego se enfri6 durante 24
horas en nevera a 4°C. se decanto para remover las proteinas
precipitadas y se filtr6 con tierra de diatomeas colocadas sobre
papel de filtro Whatman N°1 en un embudo de porcelana[g.
El suero de leche se suplementd con extracto de levadura al
0,1% p/v y sulfato de amonio al 0,2% p/v [5]. Todos los reacti-
vos quimicos utilizados como suplemento fueron de grado
analitico. El pH se ajust6 al valor deseado, seguln la fermenta-
cion a realizar, con HCI 6N y se esterilizé en lotes de 10 dm®
en un autoclave Felisa (México, D.F., México) a 115° Cdurante
20 min.

Métodos de anélisis

Nitrégeno: El contenido de nitrdgeno se determiné por
el método de Kjeldah [1].

Proteinas: El contenido de proteinas se determiné como
el porcentaje de nitrégeno multiplicado por el factor €,25 para
el caso de la levadura y por 6,38 para el caso del suero de le-
che [1].

Lactosa: El contenido de lactosase determiné utilizando
el método espectrocolorimétrico de Dubois y colaboradores

[71.



Humedad: Se determiné el contenido de humedad de la
levadura siguiendo el método de la A.O.A.C. [1].

Fosforo: El contenido de fosforo se determiné mediante
el método espectrocolorimétricodel molibdo-vanadato de amo-
nio [1].

Cenizas: Se determind cenizas mediante el método de
la A.O.A.C.[1}.

Biomasa: La concentracion de biomasa en el medio se
determiné turbidimétricamente, midiendo la absorbanciade la
muestra en un Spectronic 20, Bausch & Lomb (Rochester,
New York USA), a una longitud de onda de 580 nm [16].

Etanol: Para cuantificar la cantidad de etanol presente
en las muestras se utilizé un cromatégrafo de gases Perkin El-
mer Autosystem XL (Norwalk, Connecticut USA), con una co-
lumna 0070v-225 de silica fundida, de 30 m de longitudy 0,5
mm de diametro interno. Se utilizé un detector FID. Las condi-
ciones de operacion fueron: temperatura del horno 110°C,
temperatura de inyeccion 180°C, temperatura del detector
200°C y flujo del gas de arrastre (nitrdgeno) de 30 cm>1min.

Minerales: La determinacién de minerales se hizo se-
gun los métodos de la A.O.A.C. en un espectrofotometro de
absorcién atémica Perkin EImer modelo 31310 (Norwalk, Gon-
necticut USA), con llama de aire-acetilenof1].

Preparacion del in6culo

El in6culo se preparé afiadiendo a cada 100 cm?® de me-
dio la suspension de células obtenida de una cufia de manteni-
miento a la cual se le agregaron de 10 cm? de suero tratado y
esterilizado. Posteriormente el inéculo se incub6é a 30°C y
200 r.p.m. durante 8 h, en una incubadora INNOVA 4300 (New
Brunswick, New Jersey, USA), para garantizar la fase logarit-
mica de crecimiento.

Cultivos por carga

Se realizaron cuatro cultivos por cargay por duplicado a
temperaturas de 30°C y 35°C y pH iniciales de 4,7 y 5,0 a
200 r.p.m. en matraces erlenmeyer de 125 cm?® de capacidad
nominal, con tapones de algodén. Se utilizé un volumen de tra-

bajo de 12,5 cm®, de los cuales 2,5 cm® estuvieron constitui-
dos por el inéculo. Se utilizé una incubadora modelo INNOVA
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4300 (New Brunswick, New Jersey, USA). Se midié cada hora
durante doce horas el pH, la concentracién de biomasa, la
concentracionde lactosay la concentracion de etanol.

Cultivo continuo

Se realizaron cinco cultivos continuos con tasas de dilu-
cion entre 0,15 y 0,36 h' en un fermentador New Brunswick
Scientific, modelo BioFlo 4000 (New Brunswick, New Jersey,
USA) . El pH se mantuvo constante (5,00}, controlado con so-
luciones de HCI y NaOH 6 N. La temperatura se mantuvo
constante a 30°C y la agitacion en 200 r.p.m. El volumen de
trabajo fue 3 dm?, con un inéculo del 10%.

Inicialmente se opero el biorreactor como un cultivo por
carga, alcanzada la maxima concentracion de biomasa (8 h
después de la inoculacién) se comenzd a suministrar medio
fresco al biorreactor. Se midié la concentraciéon de biomasa y
lactosa finales en el estado estacionario.

RESULTADOSY DISCUSION

Composicion del suero de leche

La composicién del suero de leche tanto fresco como
desproteinizadoy suplementado, se presenta en la TABLA 1.

Puede notarse que la concentracion de lactosa y de fos-
foro se incrementan levemente después de la desproteiniza-
cién. También se observa que el porcentaje de proteinas y ni-
trogeno disminuyen considerablemente, lo cual es indicativo
de la eficacia del método de desproteinizacion. En ia TABLA |
también se muestra que el suero de leche fresco tiene un pH
de 8,09. Este valor de pH esta por encima del punto isogiéctri-
co de la caseina, por lo cual parte de esta proteina puede per-
manecer en el suero después de la elaboracion del queso. Por
esta razon se ajusta el pH hasta 4,50, para garantizar la elimi-
nacion de la caseina.

Cultivos por carga
De los cultivos realizados por carga se obtuvieron las

condiciones de PH y temperatura que posteriormente se utili-
zaron en el cultivo continuo. Durante estas pruebas no se con-
trol6 el pH. En las FIGS. 1 a 4 puede observarse que el pH
tiende a disminuir, alcanzandose en todos los casos un valor

] TABLA |
CARACTERIZACIGN PROMEDIO DEL SUERO DE LECHE

Suero de leche fresco

Suero de leche desproteinizado suplementadoy pH ajustado

X +8s X s
Lactosa (kgim°>) 43,90 0,1998 44,50 0,1998
Nitrégeno (%) 0,19 0,0017 0,09 0,0101
Proteinas (%) 1,20 0,0025 0,55 0,0032
Fosforo (kg/m®) 0,30 0,0297 0,32 0,0098
pH 6,09 0,0007 4,50 0,0009
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FIGURA 1. CRECIMIENTO EN CULTIVO CONTINUO DE K
fragilis EN SUERO DE LECHE A pH INICIAL 4,70 Y 30°C.
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FIGURA 3. CRECIMIENTOEN CULTIVO POR CARGA DE K.
fragilis EN SUERO DE LECHE A pH INICIAL 5,00 Y 30°C.

minimo entre 4,0 y 4,4 alrededor de la hora 7 del crecimiento.
Moresi y col. [15], reportan la acumulacién de compuestos inter-
mediarios durante el crecimiento de la Kiluyveromyces fragilis en
suero de leche; algunos de estos metabolitos pueden ocasionar
la disminucién del pH, sobre todo en condiciones de oxigeno li-
mitantes, bajo las cuales se favorece el proceso anaerobio.
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FIGURA 2 CRECIMIENTO EN CULTIVO CONTINUO DE K
fragilis EN SUERO DE LECHE A pH INICIAL 4,70 Y 35°C.
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FIGURA 4. CRECIMIENTOEN CULTIVO POR CARGA DE K
fragilis EN SUERO DE LECHE A pH INICIAL 5,00 Y 35°C.

No se detecté etanol en el cultivo por carga, por lo cual
no existio limitacion por oxigeno. Se presentd una fase de
adaptacion corta. El cultivo por carga crecié exponencialmente
durante 6 horas, excepto para las condiciones de pH inicial
5,00 y temperatura 35°C, donde la fase de crecimiento expo-
nencial tuvo una duracion de cuatro horas. En todos los casos
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la concentracién de lactosa disminuy6 progresivamente desde
el comienzo del cultivo, hasta llegar a niveles no detectables al
final de la fase de crecimiento exponencial.

La TABLA Il, muestralos valores de la velocidad especi-
fica de crecimiento, (p), determinados en la regién de creci-
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FIGURA S. EFECTO DE LA TASA DE DILUCION EN LA
CONCENTRACION DE BIOMASA, DE SUSTRATO Y PRO-
DUCTIVIDAD EN EL ESTADO ESTACIONARIO DURANTE
EL CULTIVO CONTINUO DE K fragilis EN SUERO DE LE-
CHE A pH 5,00 Y 30°C.

miento exponencial, y el ajuste lineal de los datos experimen-
tales de la concentracion de biomasa en funcién del tiempo. A
30°Cy pH inicial de 5,00 se obtuvo la mayor velocidad especi-
fica de crecimiento {p), O,264h'1; condiciones también reporta-
das por Moresi y col. [15]. A estas condiciones se realiz6 el
cultivo continuo.

Cultivo continuo: Establecidas las condiciones de ope-
racién a partir del cultivo por carga, se realizé el cultivo conti-
nuo, variando la tasa de dilucién (D) y manteniendo constante
la concentracién inicial de lactosa en el suero. Se obtuvieron
las concentracionesde biomasa, lactosa y la productividad en
el estado estacionario a cada una de las tasas de dilucion em-
pleadas (entre 0,15y (,36 h'1). La FIG. 5, presenta el compor-
tamiento tipico de un cultivo continuo con requerimientos de
sustrato para mantenimientoa bajas tasas de dilucion.

La concentracion de la biomasa en el estado estaciona-
rio disminuy6 gradualmente a medida que aumenté la tasa de
dilucién, y luego cae rapidamente hasta alcanzar la tasa de di-
lucién de lavado {0,36 h'1). La méxima concentracion de bio-
masa {26,0 kg/m3), se obtuvo a una tasa de dilucién de
0.15 h™, y la maxima productividad (5,52 kg/m>.h) se alcanzé
a0,24h’, por lo cual esta Ultima se consider6 la tasa de dilu-
cion optima.

Los valores del coeficiente de mantenimiento (m) y el
rendimiento celular (Yc) se muestran en la TABLA Ill. Estos
pardmetros fueron obtenidos de la ecuacion que describe el
balance de sustrato en el estado estacionario:

(So-S) /X =DfYc + m, FIG. 6.

TABLA I
VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO () EN CULTIVO POR CARGA DE Kluyveromyces fragilis EN SUERO DE LECHE
pH inicial T(°C) u(h™ Log(X) =Log(Xo) + u /2,303 r
— X =
4,70 30 0,229 0,008 Log(X) =0,855 + 0,2291/2,303 0,995
35 0,192 0,001 Log(X) =1,032 + 0,192t/2,303 0,978
5,00 30 0,230 0,028 Log(X) =0,950 + 0,230t/2,303 0,976
35 0,211 0,013 Log(X) =1,030 + 0,211t/2,303 0,989
TABLA 1M

RENDIMIENTO( YC) Y COEFICIENTE DE MANTENIMIENTO (m) PARA Kluyveromyces fragilis EN SUERO DE LECHE
A pH 5,00 Y TEMPERATURA 30°C

m (kg lactosa/kg biomasa/h) Yc (kg biomasa producidos/kg lactosa consumidos) r Fuente
X +5 X +8
0,0414 0,018 0,874 0,181 0,9965 Este estudio
1,1582 0,620 0,31 Moresiy col. [15]
0,416 Walker y O’Neill [20]
0,51° Ghanem i8]
0,558¢ Castillo [5]

a Cultivo continuo en suero de leche. b Cultivo anaerobio por carga en suero de leche. ¢ Cultivos mixtos sobre pulpa de remolacha.  d Cultivo

por carga en suero de leche.
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Al comparar con los valores reportados por otros autores
[5, 8, 15, 20]. se observan rendimientos variables de acuerdo
al tipo de cultivo y al sustrato utilizado. Los valores mas altos
de rendimiento se obtienen en cultivo continuo utilizando suero
de leche. El rendimiento Yc, representa la cantidad de sustrato
gue la levadura utilizé sélo para crecimiento y no incluye el uti-
lizado para funciones de mantenimiento. El coeficiente de
mantenimiento (m), 0,0414 kg sustrato/kg de biomasa.h, repre-
senta la energia que la Kluyveromyces fragilis consume a par-
tir de la lactosa para satisfacer sus propositos de manteni-
miento, tales como intercambio del material celular, trabajo 0s-
mético para mantener el gradiente de concentracion entre la
célulay el medio exterior, movilidad celular, etc. [16].

En la TABLA IV se presentan los pardmetros de creci-
miento de la Kluyveromyces fragilis obtenidos en este estudio,
y los reportados por Meresi y col. [15].

Estos parametros se calcularon aplicando el modelo del
quimiostato con requerimientos de energia de mantenimiento,
y la linearizacion de Lineweaber-Burk {1€], FIG. 7. Los valores
de Ks indican la afinidad de la levadura por el sustrate utiliza-
do, confirmando la conveniencia de adecuar el microorganis-
mo desde la preparacion del inéculo en el medio a emplear.

Composicién de la levadura Kiluyveromyces fragilis

Enla TABLA V se presentala composicion de la levadu-
ra en base seca.

Si comparamos el contenido de proteinas de Kluyve-
romyces fragilis con el de otras fuentes de proteinas tradicio-
nales, TABLA VI, se observa que el de esta levadura es ma-
yor. También se determin6é el contenido de minerales, TA-
BLA VII, Comparandose con el de otros alimentos 10. Su alto
contenido de proteinas, la hace adecuada para uso como su-
plemento en alimentacién animal, ya que estudios preliminares
reportan bajo contenido acidos nucleicos, ademas de una dis-
tribucion balanceada de los aminoéacidos esenciales [4, 19].

CONCLUSIONES

Se produjo la proteina microbianade Kluyveromyces fra-
gilis, utilizando la lactosa del suero de leche como sustrato con
un rendimiento del 87,4% a 30°C y pH inicial 5,00.

El comportamiento del cultivo continuo con respecto a la
tasa de dilucién evidenci6 el efecto de la energia de manteni-

TABLA IV
PARAMETROS DE CRECIMIENTO DE K. fagilis EN CULTIVO CONTINUO A pH 5,00 Y TEMPERATURA 30°C,
CON LA CORRESPONDIENTECORRELACION PROMEDIO DEL AJUSTE AL MODELO DE LINEWEABER-BURK

Ks (kgim?3) Hemax (1) r Fuente
i *+5 X +8
17,64 0,074 0,530 0.017 0,9898 Este estudio
1.2 0,893 Moresiy col. [15]




_ TABLAV
CARACTERIZACION DE K. fragifis EN BASE SECA
EN ESTE ESTUDIO
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TABLA VI

CONTENIDO DE PROTEINAS DE ALGUNOS ALIMENTOS[10]

— Alimento Contenido de proteinas
o X — Carne magra 21,5
Nitrégeno 6,72 0,0290 Sardinas frescas 20,6
Protenas 42,18 0.0301 Carne de pollo 20,2
Atan enlatado 29,0
Humedad 75,00 0,0235 ]
Huevos de gallina 12,4
Cenizas 2,60 0,0543 Soya 33,4
TABLA ViI
CONTENIDO DE MINERALES DE Kluyveromyces fragilisY DE OTROS ALIMENTOS
% Mineral K. fragilis (En este estudio) Carne Sardinas Pollo Atln Huevos Soya
(9/100g) X +s [10] [10] [10] (10 [10] (10]
Ca 0,457 0,0148 0,006 0,127 0,014 0,060 0.055 0,296
P 0,19 0,021 0,2152 0,303 0,02 0,23 0,2 0,553
Fe 83,33 x 104 0,021 0,0027 0,002 0,0015 0,0022 0,002 0,0121
Mg 0,212 0,004
Mn Trazas
Zn 90,87 x 104 0,028
Cu Trazas
K 0,404 0,0127
Na 1,17 0,0494

miento a bajas tasas de dilucion. El maximo valor de producti-
vidad fue de 5,52 kg biomasa/m®.h y se obtuvo a una tasa de
dilucién éptima de 0,24 h™'. La méaxima concentracion de bio-
masa en el estado estacionario fue 26,0 kg biomasa/m® a una
tasa de dilucion de 0,15 h'. La maxima velocidad especifica
de crecimiento en cultivo continuo fue pmg, = 0,530 = 0,017 h.
El valor del Ks=17,84 = 0,074 kglm3 (10,0516 Molar), indicé la
afinidadpor la lactosa del suero.

El contenido de proteina microbianay la cantidad de ce-
nizas, con valores de Fe, P y Ca comparables al de otras fuen-
tes nutricionales tradicionales, sugieren el potencial uso de
esta levadura como suplemento en alimentacién animal.
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