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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar las caracteristicas fermentativas m vitro de consorcios bacterianos
celuloliticos obtenidos de diferentes especies rumiantes. Los consorcios bacterianos celuloliticos (CBC) se
obtuvieron del fluido ruminal de bovino, ovino, caprino y bifalo al realizar seis transferencias en un medio
de cultivo selectivo con base en celulosa para obtener un CBC con capacidad de degradar celulosa. La prueba
consistié en evaluar pH, nitrégeno amoniacal (N-NH3), conteo de bacterias totales y degradacién de materia
seca (DMS) en medios de cultivo que contenian 0.1 g de celulosa y 9 mL de medio de cultivo inoculados con
un tipo de CBC obtenido a las 24, 48 y 72 h incubados a 39 °C. El anilisis estadistico fue un arreglo factorial
4x3 dentro de un disefio completamente al azar, usando origen de CBC y tiempos de fermentacién como
factores. Los resultados muestran una interaccién entre factores y entre niveles de los factores (p < 0.05) para
cada variable evaluada. EI CBCcuprino mostré mayor DMS, CBCovine mayor pH y conteo de bacterias y CBCtiio
mayor N-NHs (p < 0.05). En tiempo de fermentacién la DMS aumenté y el pH disminuy6 conforme
incremento el tiempo de incubacién (p < 0.05). El pH del medio inoculado con CBCovino no mostré
diferencias en cada tiempo de incubacién (p > 0.05). CBCcaprine mostré mayor DMS a partir de las 48 h de
fermentacion, respecto al resto de los CBC (p < 0.05). Se concluye, el consorcio bacteriano celulolitico
obtenido de un caprino tiene la mayor capacidad de degradacion de celulosa sin afectar las caracteristicas

fermentativas o poblacién bacteriana total.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the i vitro fermentative characteristics of bacterial cellulolytic
consortia obtained from different ruminant species. The bacterial cellulolytic consortia (BCC) were obtained
from the bovine, ovine, goat and buffalo ruminal fluid by carrying out six transfers in a selective cellulose-
based culture medium to obtain a CBC capable of degrading cellulose. The test consisted in evaluating pH,
ammonia nitrogen (N-NHs), total bacteria count and dry matter degradation (DMS) in culture media



containing 0.1 g of cellulose and 9 mL of culture medium inoculated with a BCC type obtained at 24, 438
and 72 h incubated at 39 © C. The statistical analysis was a 4x3 factorial arrangement within a completely
randomized design, using BCC origin and fermentation times as factors. The results show an interaction
between factors and between factor levels (p < 0.05) for each variable evaluated. The BCCoox showed higher
DMD, BCCovine higher pH and bacterial count and BBCeurio major N-NHs (p < 0.05). At the time of
fermentation, the DMD increased and the pH decreased as the incubation time increased (p < 0.05). The
pH of the medium inoculated with BCCovine showed no difference in each incubation time (p=> 0.05). BCCoox
showed higher DMD after 48 h of fermentation, with respect to the rest of the BCC (p < 0.05). It is
concluded that the cellulolytic bacterial consortium obtained from a goat has the highest cellulose degradation
capacity without affecting the fermentative characteristics or total bacterial population.

Index words: bovine, buffalo, goats, cellulose degradation, sheep.
INTRODUCCION

La técnica de produccién de gas in1 vitro permite medir la degradacién de un sustrato en tiempos determinados
y los microorganismos ruminales son usados como inéculo para recrear las condiciones del rumen (Varadyova,
Baran y Zelenik, 2005). La eficiencia de la degradacion de sustratos celulésicos en rumen se debe a las enzimas
producidas por bacterias y hongos. Las bacterias celuloliticas cultivadas en laboratorio del rumen son
Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y Fibrobacter succinogenes (Sanchez, 2014). Sin embargo,
en la naturaleza los microorganismos coexisten en comunidades diversas y complejas denominadas consorcios
que se componen de diferentes especies que interactian entre si y su entorno. Asi mismo, realizan procesos
tisiol6gicos interdependientes que un s6lo organismo no podria efectuar (Torres et al., 2019). Los consorcios
producen més de un producto y utilizan uno o varios sustratos como los carbohidratos estructurales y podrian
ser una solucién viable desde el punto de vista ecoldgico y econdmico para degradar la celulosa; ya que,
consumen los aztcares solubles liberados por hidrélisis de la celulosa para producir dcidos orgénicos, CO: e
H: (Torres et al., 2019). Asi, el objetivo de este estudio fue evaluar las caracteristicas fermentativas m vitro

de consorcios bacterianos celuloliticos obtenidos de diferentes especies de rumiantes.
MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Nutricién Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia No. 2 de la Universidad Auténoma de Guerrero ubicado en el municipio de Cuajinicuilapa,

Guerrero, México.

Medio de cultivo fluido ruminal (FR): los componentes del medio fueron: 30 mL de fluido ruminal

clarificado [liquido ruminal bovino fresco centrifugado 10 min a 12,857 x g y esterilizado (All American®

1941X, USA) 15 min a 121 °Cy IS psi], S mL de solucién mineral I [6 g KaHPO4 (Sigma-Aldrich®) en
1000 mL de agua destilada], S mL de solucién mineral IT [6 g KH2POs (Sigma-Aldrich®) 4+ 6 ¢ (NH4)SOx
(Merck®) + 12 ¢ NaCl (SigmaAldrich®) + 2.45 ¢ MgSOs (Sigma-Aldrich®) + 1.6 ¢ CaCl-2H:0O (Sigma-
Aldrich® en 1000 mL de agua destilada], 0.1 mL de resarzurina a 0.1 % (Sigma-Aldrich®), 0.2 g de peptona
de soya (Merck®), 0.1 g de extracto de levadura (Sigma-Aldrich®), 2 mL de solucién cisteina-sulfido [2.5 ¢
L-cisteina (Sigma-Aldrich®) en 15 mL de 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g de Na:S-9H:0 (Merck®) aforado
en 100 mL de agua destilada], S mL de solucién a 8 % de Na2COs (Merck®) y 52.6 mL de agua destilada.
El medio se esterilizé IS min en autoclave a 121 °Cy IS psi (Sanchez et al., 2010).



Consorcios bacterianos celuloliticos (CBC): previo al muestreo, el bovino, la bufalo, la cordera y la cabra
permanecieron en un periodo de adaptacién de 60 dias en una pradera de pangola (Digrtarra decumbes) sin
recibir suplemento. Los procesos de inoculacién y preparacién de medios de cultivo selectivos celuloliticos se
realizaron bajo flujo continuo de CO: para conservar condiciones de anaerobiosis. Nueve mL de medio de
cultivo estéril se agregaron a tubos de ensaye (Pirex®, México; 18X 150 mm) que contenian 0.1 g de celulosa
grado técnico (Meyer™) y se mantuvieron en una incubadora (Ecoshel 9082, México) a 39°C por 24 h para
verificar esterilidad. El fluido ruminal (FR)) se obtuvo de las especies rumiantes antes mencionadas mediante
una sonda esofigica. Los fluidos ruminales se centrifugaron 3 min a 1157 X g (Metrix Velocity 14, USA).
El sobrenadante del FR se recuperd y en condiciones de una campana de bioseguridad (Labconco®, USA) se
utilizé como indculos. A un tubo (triplicado) con medio celulosa estéril se agregd un mL de un tipo de
in6culo y se incubd a 39 °C por 7 d; un mL de este medio inoculado se transfirié a otro tubo con medio y
celulosa y se incub6 a 39 °C por 7 d, este proceso se repiti6 seis veces para obtener un consorcio de bacterias

celuloliticas (CBC) capaces de degradar la celulosa.

Prueba de produccién de gas inn vitro: en tubos de ensaye (Pirex®, México; 18X150 mm) se pesaron 0.1 g
de celulosa (Meyer®) y se adicionaron 9 mL de medio. Los tubos se inocularon con I mL de un tipo de
consorcio bacteriano celulolitico (bovino, bifalo, caprino y ovino) y se incubaron a 39 °C por 72 h. El pH,
el conteo de bacterias, nitrégeno amoniacal (N-NHs) y la degradaciéon de la materia seca (DMS) se
determinaron a las 24, 48 y 72 h. El pH se midié con un potenciémetro (Hanna® HI2211, Italia; calibracion:
pH 7 y 4). Para la medicién de la concentracién de bacterias totales se mezclé un mL del medio contenido
en la parte media del tubo y se coloc6 en un tubo de ensayo con 0.25 mL de formaldehido al 10 % (Sigma-
Aldrich®). La cantidad de bacterias totales se calculd por conteo directo en una cimara Petroff-Hausser,

utilizando un microscopio Olympus CX23 (Sanchez et al., 2016).

Para determinar N-NH3, I mL del medio contenido en los tubos se mezclé con 0.25 mL de 4cido
metafosférico (Meyer®™) al 25 % (proporcién 4:1) y se centrifugd 25 min a 3500 X g y el sobrenadante se
recuperé en viales de 2 mL. Un volumen de 20 pL de este sobrenadante se mezclé con I mL de solucién
tenol [ 10 mg de Naz (NO) Fe (CN)s. H2O (Meyer®) + 10 g de cristales de fenol (Meyer®) aforado en 1000
mL de agua destilada] y I mL de solucién hipoclorito [7.5 g de NaOH (Reasol®) + 21.3 g de Na2HPO:
(Meyer®) + 15 mL de hipoclorito (§ %; Reasol®) se aforo a 1000 mL con agua destilada]. La mezcla se
incubd 30 min a 37°C en bafio maria. Posteriormente, S mL de agua destilada se adicionaron para diluir y se
agitaron con un vortex (Genie 2 G-560, USA). La absorbancia se midié a 630 nm en un espectrofotémetro
UV-VIS (Jenway® 6850, USA) calibrado con un método (7 = 0.99) de concentracién de nitrégeno
amoniacal segiin McCullough (1967). Por dltimo, la degradacion in vitro de la materia seca (DMS) se calcul6
al recuperar por filtracién en papel Whatman No. 541 el sustrato no degradado, se secé a 60 °C por 72 h

en una estufa (Felisa® FE-293", México) y se pesd para estimar por diferencia el sustrato degradado.

Los resultados de las variables se analizaron con un arreglo factorial 4X3 dentro de un disefio
completamente al azar (9 repeticiones independientes por interaccién); usando al origen del consorcio
bacteriano celulolitico (btfalo, bovino, ovino y caprino) y tiempo de fermentacién (24, 48 y 72 h) como
factores principales. Los datos se analizaron usando el procedimiento GLM del paquete estadistico SAS®
(2011)y las diferencias de medias se analizaron usando la prueba de Tukey (a = 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION



Los factores origen de los consorcios bacterianos celuloliticos y tiempos de fermentacién mostraron
diferencias entre niveles (p < 0.05) para cada variable evaluada en el presente estudio. Ademas, los factores
mostraron interacciéon (p < 0.05) para cada una de las variables evaluadas. El CBCcaprino mostré la mayor
degradacién de materia seca (DMS; p < 0.05); lo que representé 83.4 % mayor DMS que el CBCeovino y 300
% que los CBChitio y CBCouino (Cuadro 1). La DMS fue incrementando conforme aumento el tiempo de
fermentacién (p < 0.05); de modo que, de 24 a 48 h se aumenté la DMS en 7.71 % y 4.22 % de 48 a 72 h
(Tabla I). Cabe destacar, la interaccién CBCcuprino a las 72 h presenté la mayor DMS; y que la interaccién
CBChovino a las 72 h no mostré diferencias (p > 0.05) con la interacciéon de CBCcapinoa las 48 h (p > 0.05);
lo que indica, el CBCcprino tuvo mayor capacidad de degradacién de celulosa en menor tiempo que CBCaovino
(Tabla 2). Resultados superiores fueron reportados por Sanchez et al. (2016), quienes reportaron 32.5 % de
DMS en celulosa cristalina inoculada con bacterias celuloliticas conservadas con carbén activado; lo que

representa 1.4 veces mayor degradacién,

El pH del medio de cultivo mostré diferencias para cada CBC (p < 0.05). Por otro lado, a medida que
aument6 el tiempo de incubacidn, el valor del pH disminuyo (Tabla I, p < 0.05). El medio de cultivo de la
interaccion CBCcaprino a las 72 h present6 el menor valor de pH, comparado con el resto de las interacciones
(Tabla 2, p< 0.05). Sin embargo, estos valores permanecen dentro del rango del pH ruminal, el cual oscila
entre 5.5y 7 (Araujo y Vergara, 2007) por lo que el origen de los CBCni el tiempo de fermentacién alteraria
el pH ruminal. Ahora, las bacterias celuliticas requieren pH que no descienda de 6 para que no se inhiba su

actividad enzimética (Sanchez y Cobos, 20106) por lo que en el presente estudio el pH no afecto las demas

variables evaluadas al oscilar entre 6.46 y 6.89 (Tabla Iy 2).

Tabla I. Caracteristicas fermentativas de los factores inoculo y tiempo de fermentacién.

. N-NHs [B] DMS
Variables pH (mgdL®)  (10° células mL") (%)

Inéculo
CBChovino 6.68¢ 7.44° 5.13b 15.12°
CBCialo 6.77° 8.85° 4,72° 5.91¢
CBCCaprino 6.62d 6.98C 5¢05b 22“73:‘
CBCOVino 6.83a 7.23bc 6.653 7’9IC
Tiempo de incubacién
24 6.78 7.42b 5.54¢ 6.37¢
48 6.71° 7.54° 5.65 14.08°
72 6.68¢ 7.91: 498> 18.30°
EEM 0.014 0.097 0.120 1.181

Medias con diferente literal por factor en la misma columna indican diferencias estadisticas (Duncan, 0.05),
CBC = consorcio bacteriano celulolitico, DMS = degradacién de la materia seca, N-NH3 = nitrégeno
amoniacal, [B] = conteo total de bacterias, EEM = error estindar de la media, pH = potencial de hidrégeno.
Concentraciones iniciales: CBCBovino = 1.83X109 células mL!, CRCBufalo = 2.16X109 células mL-,
CBCCaprino = 2.0I1X109 células mL"!, CBCOvino = 1.77X109 células mL".

La concentraciéon de N-NHs del CBCcuprino s inferior al resto de los CBC (p < 0.05) y se observé un
aumento progresivo conforme aumento el tiempo de fermentacién (Tabla I). La interaccion CBCovinoa las 48

h fue menor (p < 0.05), mientras las interacciones del CBChitioa las 48 y 72 h fueron mayores (Tabla 2, p<



0.05). La concentracién del N-NHs depende de la degradabilidad de las fracciones nitrogenadas (Torres et
al, 2019) y la eficiencia microbiana maxima ocurre entre 5 y 8 mg dL' (Gonzalez er al, 2010), por lo que
los resultados del presente estudio indican que la concentracién de N-NHs no influy6 en el resto de las
variables evaluadas. EI CBCovino presenté el mayor conteo de bacterias totales (p < 0.05) y la concentracién
aumento de las 24 a las 48 y se present una disminucién a las 72 h (Tabla I).

La interaccién CBCovino a las 24 y 48 h present6 el mayor conteo de bacterias totales (p< 0.05), mientras
a los mismos tiempos de fermentacién del CBCeitio cuantificaron el menor conteo (p < 0.05). Lo anterior,
indica mayor proliferacién de bacterias celuloliticas a partir de las 24 h porque se fermentan los carbohidratos
estructurales (Herrera et al., 2018) y el inéculo usado en el presente estudio fueron CBC.

Tabla 2. Caracteristicas fermentativas de la interaccién entre inéculos y tiempo de fermentacién.

el Tiempo o N-NH: B] DMS
incubacién (h) P (mgdL")  (10°células mLY) (%)
24 6.77" 7.28% 5.03% 5.34
CBCiorin 48 6.70¢ 7,62 6.11% 14.48
72 6.56° 7,427 425 25.54"
24 6.77" 8.08" 417 523
CBCatio 48 6.725 8.98: 4.40° 7.394%
72 6.81% 9.49" 5.60- 512
24 6.77" 7,27 5.60- 6.31¢%
CBCprie 48 6.63¢ 6.97% 5.10% 24200
72 6.46" 6.72 4.45° 37.70°
24 6.80% 7.05% 7.37° 8.6
CBCovie 48 6.80% 6.60" 6.97* 10.26¢
72 6.89" 8.03" 5.60- 4.86°
EEM 0.014 0.097 0.120 1.181

Medias con diferente literal en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas (Duncan, 0.05),
CBC = consorcio bacteriano celulolitico, DMS = degradacién de la materia seca, N-NH3 = nitrégeno
amoniacal, [B] = conteo total de bacterias, EEM = error estandar de la media, pH = potencial de hidrégeno.
Concentraciones iniciales: CBCBovino = 1.83X109 células mL!, CBCBufalo = 2.16X109 células mL-",
CBCCaprino = 2.0I1X109 células mL"!, CBCOvino = 1.77X109 células mL".

CONCLUSIONES

El consorcio bacteriano celulolitico obtenido del caprino presenté la mayor capacidad de degradacién de
celulosa sin afectar las caracteristicas fermentativas o poblacién bacteriana total, lo que indica su capacidad
para probarlo como probidtico para mejorar la degradacién de forrajes en el trépico mexicano, mediante

estudios i1 vitro e in vivo para evaluar dicha capacidad.
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