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SUMMARY

Background. Cellulolytic bacterial consortia (CBC) serve as additives to improve fiber degradation in ruminants,
since they improve biogas production and in vitro fermentation characteristics. Objective. To evaluate the biogas
production and fermentative characteristics in vitro of mulato grass inoculated with ruminal CBC obtained from
ground sawdust, ground mulato grass or whole stem as substrates in the selective culture medium. Methodology.
The CBC were obtained from ruminal fluid from a Suiz-Bu cow fitted with a ruminal cannula, which was transferred
six times in a selective anaerobic medium. The test consisted of preparing sterile biodigesters with 0.5 g of mulatto
grass with 63 d of regrowth, 45 mL of culture medium. The inoculation was with 5 mL of a type of CBC. The
biodigesters were incubated 72 h at 39 °C. Biogas production was measured at 3, 6, 9, 12, 24, 48 and 72 h. In the
culture media, ammonia nitrogen (N-NHs), total bacterial count, cellulase activity, pH, dry matter degradation
(DMD) and neutral detergent fiber degradation (NDFD) were determined at 12, 24, 48 y 72 h. In the biogas
production a completely random design was used; while in the rest of the variables a completely randomized design
was carried out with a 3x4 factorial arrangement, with fiber source and incubation time as factors. Results. The
biogas production of the CBC obtained from the ground grass showed higher (p<0.05) accumulated production in all
the evaluated times. The CBC obtained from sawdust increased the biogas production by 175% from 24 to 48 h and
by 313% from 48 to 72 h. There was an interaction effect (p <0.05) on DMD, NDFD, N-NHjs, total bacterial count
and cellulase enzymatic activity. The CBC obtained from ground mulatto grass at 72 h increased (p <0.05) the DMD
and NDFD. The CBC obtained from sawdust increased DMD by 19.1% and NDFD by 33% from 48 to 72 h. The
concentration of bacteria in the observed interactions is within the range of the ruminal ecosystem. The highest
(p<0.05) content of N-NH;3; was determined when the CBC obtained from grass stem with 12, 24 and 72 h of
incubation were used. Implications. Using the same fiber source to obtain the CBCs improves the degradation of
said fiber. Conclusion. The size and source of fiber are decisive in the type of bacteria that make up the cellulolytic
bacterial consortia of ruminal origin under the conditions of this in vitro test.
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RESUMEN
Antecedentes. Los consorcios bacterianos celuloliticos (CBC) en condiciones in vitro aumentan las caracteristicas
fermentativas y produccion de biogés cuando se usan sustratos fibrosos. Objetivo. Evaluar la produccion de biogas y
caracteristicas fermentativas in vitro de pasto mulato inoculado con CBC ruminales obtenidos de aserrin molido,
pasto mulato molido o tallo entero como sustratos en el medio de cultivo selectivo. Metodologia. Los CBC se
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obtuvieron de fluido ruminal de una vaca Suiz-Bu provista con canula ruminal, el cual se trasfirié seis veces en
medio anaerobio selectivo. La prueba consistio en elaborar biodigestores estériles con 0.5 g de pasto mulato con 63 d
de rebrote y 45 mL de medio de cultivo. La inoculacién fue con 5 mL de un tipo de CBC. Los biodigestores se
incubaron 72 h a 39 °C. La produccién de biogas se midié a las 3, 6, 9, 12, 24, 48 y 72 h. En los medios de cultivo se
determind nitrogeno amoniacal (N-NHs), conteo total de bacterias, actividad de celulasas, pH, degradacion de MS
(DMS) y de la FDN (DFDN) a las 12, 24, 48 y 72 h de incubacion. Para medir la produccion de biogas se us6 un
disefio completamente al azar; mientras en el resto de las variables se utilizd6 un disefio completamente al azar con
arreglo factorial 3x4, con fuente de fibra y tiempo de incubacién como factores. Resultados. La produccién de
biogas del CBC obtenido del pasto molido mostr6 mayor (p<0.05) produccién acumulada en todos los horarios
evaluados. EI CBC obtenido de aserrin incrementd 175% la produccion de biogés de 24 a 48 h'y de 313% de 48 a 72
h. Hubo efecto de interaccion (p<0.05) en la DMS, DFDN, N-NHs, conteo total de bacterias y la actividad
enzimatica celulasas. EI CBC obtenido de pasto mulato molido a las 72 h aument6 (p<0.05) la DMS y DFDN. El
CBC obtenido de aserrin incremento 19.1% la DMS y 33% la DFDN de las 48 a 72 h. La concentracion de bacterias
en las interacciones observadas esta dentro del rango del ecosistema ruminal. EI mayor (p<0.05) contenido de N-NH3
se determind cuando se usaron los CBC obtenidos de tallo de pasto con 12, 24 y 72 h de incubacion. Implicaciones.
Usar la misma fuente de fibra para obtener los CBC propicia mejorar la degradacion de dicha fibra. Conclusién. La
fuente de fibra es determinante en el tipo de bacterias que integran los consorcios bacterianos celuloliticos de origen
ruminal en las condiciones del presente ensayo in vitro.

Palabras clave: Pasto mulato; aserrin; in vitro; degradaciones; técnica de produccion de gas.

INTRODUCCION

En el rumen los alimentos ingeridos son digeridos por
un proceso de fermentacion que realizan
microorganismos que lo habitan  (bacterias,
protozoarios y hongos) (Burns, 2008; Castillo-
Gonzélez et al., 2014; Dai et al., 2015). Sin embargo,
el proceso de fermentacion no es totalmente eficaz;
existen pérdidas de energia en forma de biogas,
compuesto principalmente por diéxido de carbono
(CO) y metano (CH.4) (Kingston-Smith et al., 2012;
Castillo-Gonzalez et al., 2014). Los microorganismos
presentes en el rumen son 10%!! bacterias, 10%3
protozoarios flagelados, 10*% protozoarios ciliados,
10%5 hongos, 108 arqueas y 10%° bacteriofagos por
mL (Kumar et al., 2015; Nagaraja, 2016). La
actividad microbiana ruminal estda modulada por
factores como la temperatura (39-39.5° C), pH (5.5 -
7.0), capacidad amortiguadora, presion osmética (250
- 350 mOsm kg!) y potencial redox (-250 a -450 mV)
(Yokoyama y Johnson, 1988; Lodemann y Martens
2006; Aschenbach et al., 2011; Wahrmund et al.,
2012). La secuenciacion de ADN muestra que hay 13
filos bacterianos en el rumen, que incluyen 40
Ordenes, alrededor de 80 clases, 180 familias
bacterianas, 320 géneros y mas de 2000 especies
(Russell, 2002; Petri et al., 2012; Castillo-Gonzalez et
al., 2014; Castillo-Lopez y Dominguez-Ordéfiez,
2019).

Los filos Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacterias
y Fibrobacteres representan 95% de las bacterias
ruminales; mientras los géneros Prevotella,
Ruminococcus,  Succiniclasticum, Fibrobacter vy
Butyrivibirio conforman aproximadamente 20% de
esta poblacién (Castillo-Lopez et al., 2014;
Danielsson et al., 2017; Castillo-Lépez y Dominguez-
Ordofiez, 2019). Asi  mismo, las especies

Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens y
Fibrobacter ~ succinogenes son de  mayor
manipulacion a nivel de laboratorio (Khejornsart et
al., 2011; Dai et al., 2015; Deng et al., 2017). Asi
mismo, los microorganismos que degradan
polisacaridos de la pared celular de plantas se
relacionan taxonémicamente con un nimero limitado
de especies: Ruminococcus flavefaciens, R. albus,
Fibrobacter succinogenes, Prevotella ruminicola, asi
como algunos hongos anaerobios y protozoarios (Dai
etal., 2015).

Los consorcios son comunidades diversas y
complejas de microorganismos que interactlan entre
si y con su entorno; su comunicacion es por
interacciones directas célula-célula, metabolitos o
sefiales moleculares. Asi mismo, realizan procesos
fisiolégicos interdependientes, utilizan uno o varios
sustratos como los carbohidratos estructurales de las
plantas (Torres-Salado et al., 2019). Los consorcios
bacterianos celuloliticos sirven como aditivos en la
alimentacion de rumiantes para mejorar la
degradacién de celulosa y hemicelulosa (Herrera-
Pérez et al., 2018; Torres-Salado et al., 2019). Este
tipo de consorcios incrementan la produccion de gas
(Vélez et al., 2017; Herrera-Pérez et al., 2018;
Torres-Salado et al., 2019), CH,4, degradacion de
materia seca y fibra, cuando se adicionan a bacterias
ruminales en condiciones in vitro (Herrera-Pérez et
al., 2018; Torres-Salado et al., 2019). Segun Sanchez-
Santillan 'y  Cobos-Peralta (2016) durante la
fermentacion in vitro se producen varios productos
como consecuencia de la interaccidon que presentan
las bacterias en el proceso metabdlico.

La fibra son componentes de plantas que no digieren
los sistemas enziméticos de los mamiferos; en otras
palabras, es la pared celular de los forrajes. Esta
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representa entre 30 y 80% de la materia organica
(MO). Los forrajes tropicales contienen alto
contenido de fibra y su digestibilidad es baja. Sin
embargo, los forrajes son importantes en la nutricion
de rumiantes porque proveen alrededor de 90% de la
energia que consumen los rumiantes. Actualmente, el
reto es aumentar la eficiencia de utilizacién de la fibra
en los forrajes (Barahona y Sanchez, 2005). Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
produccion de biogas y caracteristicas fermentativas
in vitro de pasto mulato inoculado con consorcios
bacterianos celuloliticos (CBC) ruminales obtenidos
de aserrin molido, pasto mulato molido o tallo entero
como sustratos en el medio de cultivo selectivo.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el laboratorio de Nutricion
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia No. 2, ubicada en la cabecera municipal de
Cuajinicuilapa, Guerrero, México.

Medio de cultivo

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 °C y 15 psi],
5 mL de solucién mineral | [6 g K:HPO4 (Sigma-
Aldrich®) en 1000 mL de agua destilada], 5 mL de
solucién mineral 11 [6 g KH,PO, (Sigma-Aldrich®) +
6 g (NH)2S04 (Merck®) + 12 g NaCl (Sigma-
Aldrich®) + 2.45 g MgSO, (Sigma-Aldrich®) + 1.6 g
CaCl-2H,0 (Sigma-Aldrich®) en 1000 mL de agua
destilada], 0.1 mL de resazurina 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
solucion cisteina-sulfido [2.5 g L-cisteina (Sigma-
Aldrich®) en 15 mL de 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g
de NayS-9H,0 (Merck®) aforado a 100 mL de agua
destilada], 5 mL de solucién a 8% de Na,COs;
(Merck®) y 52.6 mL de agua destilada. ElI medio se
esterilizé 15 min en autoclave a 121 °C y 15 psi
(Sanchez-Santillan et al., 2016).

Consorcios bacterianos celuloliticos (CBC).

Las fuentes de fibra que se usaron en el medio de
cultivo selectivo para obtener los CBC fueron tallo
entero de pasto mulato (Brachiaria hibrido CIAT
36087) con 63 d de rebrote, pasto mulato molido
[(tamafio de particula 1 mm con un molino Thomas-
Wiley Mill (Thomas Scientific®, Swedesboro, NJ,
USA)] con 63 d de rebrote y aserrin de madera
molido.

La inoculacion y elaboracion del medio celulolitico
fue en anaerobiosis usando flujo continuo de CO..
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Nueve mililitros de medio de cultivo estéril se
agregaron a tubos de ensaye estériles (18x150 mm;
Pirex®, México) que contenian 0.1 g de muestra de la
fuente de fibra estéril y se mantuvieron en incubadora
(Ecoshel 9082, México) a 39°C por 24 h para
verificar esterilidad.

Previo al muestreo, el bovino provisto con una canula
ruminal permaneci6 en un periodo de adaptacién de
60 dias en una pradera de pasto pangola (Digitaria
decumbes) sin recibir suplemento. El animal recibi6
un manejo con base en los lineamientos de bienestar
de la UAGro segln la norma NOM-062-Z00-1999.
El fluido ruminal (FR) se manejo segun lo descrito
por Sanchez-Garcia et al. (2019). A cada tubo
(triplicado) con medio de cultivo y fuente de fibra se
agregd 1 mL de in6culo y se incubd a 39 °C por 7 d;
posteriormente, 1 mL de este medio se transfirié a
otro tubo con medio y misma fuente de fibra y se
incub6 a 39 °C por 7 d; este proceso se repitid seis
veces para obtener un consorcio de bacterias
celuloliticas (CBC) de cada fuente de fibra evaluada.
Una vez obtenidos los tres diferentes CBC segln la
fuente de fibra, se procedi6 a evaluar con la técnica de
produccion de gas in vitro su capacidad de
produccion de biogas y degradacion de la materia
seca de pasto mulato molido con 63 d de rebrote.

Ensayo in vitro

En viales seroldgicos (120 mL) se agregaron 0.5 g de
materia seca (MS; método 930.15, AOAC, 2005) de
pasto mulato molido con 63 d de rebrote (Tabla 1) y
45 mL de medio de medio de cultivo; este se
consider6 la unidad experimental del presente
estudio. Las condiciones de manejo de los viales
fueron segun lo descrito por Torres-Salado et al.
(2019). Los biodigestores se esterilizaron a 121 °C,
por 15 min y 15 psi, y se incubaron a 39 °C por 24 h
para verificar esterilidad. Posteriormente, se
inocularon con 5 mL de un tipo de CBC y se
incubaron a 39 °C por 72 h en bafio Maria.

La produccion de biogas se midi6 mediante el
desplazamiento del émbolo de una jeringa de vidrio
(50 mL; BD Yale®, Brasil). El biogés se midi6 a las 3,
6, 9, 12, 24, 48 y 72 h de incubacion, empleando
cinco repeticiones por inéculo (Hernadndez-Morales et
al., 2018) y se report6 la produccion acumulada en
los tiempos de medicién por origen del CBC (tallo
entero de pasto mulato, pasto mulato molido o aserrin
molido). Cabe destacar, se usaron 3 biodigestores
blanco que se caracterizaron porque no contenian
pasto mulato molido como sustrato y se usaron como
factor de correccion en la produccion de biogas para
cada tiempo medido.
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Tabla 1. Analisis quimico de pasto mulato (Brachiaria hibrido CIAT 36087) con 63 dias de rebrote.

Materia Materia Proteina Fibra detergente  Fibra detergente Hemice- . 1
g cruda o lulosa  Cenizas (g kg
seca organica (g kgt neultro amldo (g kg MS)
-1 -1 - -
(0kg®) (gkg™MS)  Tyq) (9 kg™ MS) (9 kg™ MS) MS)
Pasto 946.1 + 950.5 + 379+ 804.3 + 486.4 + 3179+ 495+
mulato 1.99" 0.57" 2.94 7.97" 9.37" 11.33° 0.57"

"Desviacion estandar

A las 12, 24, 48 y 72 h de incubacién [cinco
repeticiones por interaccién (tiempo de incubacion y
origen CBC) independientes] se tomé 1 mL del medio
contenido en el biodigestor y se mezcl6 con 0.25 mL
de &cido metafosforico (Meyer®) al 25% (proporcion
4:1) para determinar la concentracion de nitrogeno
amoniacal (N-NHs) segin la metodologia descrita por
McCullough (1967). También 1 mL del medio se
extrajo y se mezcldé con 0.25 mL de formaldehido
(Sigma-Aldrich®) al 10% para realizar el conteo total
de bacterias segun lo descrito por Sanchez-Santillan
et al. (2016). La actividad de celulasas se determin6
por la técnica de azlcares reductores de Miller (1959)
modificada por Texta et al. (2019). El pH del medio
se registrd con un potenciémetro (Hanna® HI2211,
Italia; calibracion: pH 7 y 4). En bolsas ANKOM®
F57 con peso contante se filtrd la muestra residual del
biodigestor de cada interaccion para estimar la
degradacion de la materia seca (DMS) y degradacién
de fibra detergente neutro (DFDN) segln lo descrito
por Sanchez-Santillan et al. (2015) y Hernandez-
Morales et al. (2018).

Andlisis estadistico

La produccién de biogas acumulado a las 3, 6, 9, 12,
24, 48 y 72 h se analizé en un disefio completamente
al azar y las medias de tratamientos se compararon
con la prueba de Tukey (o = 0.05). El modelo
estadistico fue: Yi=u+Ti + &ij; donde Yij- variable de
respuesta, p=media general, T; =efecto del i-ésimo
tratamiento, e= error experimental. Las variables N-
NHs, pH, conteo de bacterias, celulasas, DMS y
DFDN se analizaron en un disefio completamente al
azar con arreglo factorial 3x4. Los factores fueron
fuente de fibra para obtener el CBC (tallo entero de
pasto mulato, pasto mulato molido y aserrin molido)
y tiempo de incubacién (12, 24, 48 y 72 h). El modelo
estadistico fue: Yij = u +4i + Bj + (AB)jj + &ijx. donde
Yik = Variable de respuesta; x = Media general; A;
Efecto del factor fuente de fibra; B; = Efecto del
factor tiempo de incubacion; (AB); = Efecto de la
interaccion entre fuente de fibra y tiempo de
incubacion; e = Error experimental. Los datos se
analizaron usando el procedimiento GLM (SAS Inc.,
2011). Los promedios se ajustaron por minimos
cuadrados para compararlos con la prueba de Tukey
(o= 0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccidon de biogas del CBC obtenido del pasto
molido mostré mayor (p<0.05) produccion acumulada
en los horarios evaluados; mientras, los CBC
obtenidos de aserrin molido tuvieron la menor
produccion de biogés (p<0.05; Figura 1). La
produccion de biogéas de los CBC originados en pasto
molido a las 72 h fue 52% mayor a la observada en
CBC obtenido del tallo entero de pasto. Esto indico
gue el CBC obtenido de pasto molido mostré6 mayor
fermentacion de los carbohidratos disponibles del
pasto mulato; ya que, la produccién de biogas es
indicador indirecto de la disponibilidad de los
carbohidratos (Texta et al., 2019) durante la
simulacion de la fermentacion ruminal mediante la
técnica de produccion de gas in vitro.

Ademas, la produccion de biogés hasta las 24 h se
relaciona con la fermentacion de carbohidratos no
estructurales o solubles, después de este tiempo se
fermentan los carbohidratos estructurales, y a las 48 h
se muestra el desdoblamiento de los carbohidratos
estructurales entrelazados con lignina (Sanchez-
Santillan et al., 2015). De esta manera, el origen de
los CBC modifica el tipo de carbohidratos que se
fermentan (Figura 1).

Por ejemplo, el CBC obtenido de aserrin mostré un
incremento de 175% en la produccién de biogas de 24
a 48 h y de 313% de 48 a 72 h, indicando la
capacidad de utilizar carbohidratos estructurales
adheridos a lignina de las bacterias presentes en el
CBC. En el caso del CBC obtenido del tallo de pasto
presentd 220% mayor produccion de biogas de las 24
a 48 h y de s6lo 10% de las 48 a 72 h. El CBC
obtenido de pasto molido mostr6 que de las 24 a 48 h
la produccidn de biogas aumento 95% y de las 48 a
72 h sblo 14%. Esto muestra que los CBC estan
constituidos por poblaciones de bacterias que
interaccionan para hidrolizar los carbohidratos
presentes en el pasto mulato; ademas, que la fuente de
fibra inicial del aislamiento resulta vital para el tipo
de carbohidratos que hidrolizan los CBC. Esto porque
el CBC obtenidos de aserrin presentd mayor hidrolisis
de carbohidratos a partir de las 48 h, ya que produjo
75% del biogés total, mientras que en los CBC
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obtenidos del pasto promedio s6lo 11% del biogas
(Figura 1).

Valores superiores de produccion de biogas en los
mismos horarios de incubacion del presente estudio
(Figura 1) se observaron en CBC obtenidos de bufala
de agua y vaca Suiz-Bu usando papel Whatman (541)
y celulosa cristalina como fuente de carbono; ya que
promediaron una produccién de 222 mL g* MS de
pasto cobra con 56 d de rebrote (Torres-Salado et al.,
2019). Sin embargo, la tasa de produccion de biogas
de las 24 a 48 h 'y de 48 a 72 h es menor al presente
estudio en comparacién con cualquiera de los CBC
(Figura 1); ya que Torres-Salado et al. (2019)
promediaron un aumento de 68% de las 24 a 48 h,
mientras que de las 48 a 72 h se estim6 un incremento
de 21%, valor inferior al CBC obtenido de aserrin
(Figura 1). Herrera-Pérez et al. (2018) reportaron una
produccion de 116 mL g MS de rastrojo de maiz
usando un CBC obtenido de papel Whatman y
celulosa cristalina como fuente de carbono; valor

200 - —@®— Aserrin molido
Pasto molido
1804 —e—Tallo de pasto

=

N

o
|

Biogas acumulado (mL g MS)
N B » (0] ES
o o o o o
| | | | 1

o
|
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similar al CBC obtenido de tallo de pasto y superior
al CBC obtenido de aserrin. No obstante, Herrera-
Pérez et al. (2018) estimaron en promedio tasas de
produccion de biogas de 5y 8% de las 24 a 48 h 'y de
las 48 a 72 h, respectivamente; valores inferiores a los
reportados en el presente estudio (Figura 1) después
de las 24 h.

Los valores de produccidon de biogas in vitro del
presente estudio y de los autores citados resaltan la
importancia de la fuente de carbono usada para
obtener los CBC (Zicarelli et al., 2011) y el tipo de
carbohidratos fermentados (Noguera et al., 2011). En
el presente estudio resulta esencial la cantidad de
biogas que se produce después de las 24 h por los
CBC que se obtuvieron a partir de la fuente de fibra.
Esto indicé dos cosas: a) la obtencién de CBC a partir
de las mismas condiciones del sustrato usado en el
ensayo de produccion de biogas, se reflejé en mayor
produccion de biogés por la eficiencia del uso del
sustrato por el CBC (Noguera et al., 2011) y la

187a
164a

91c

40 50 60 70 80

Tiempo de incubacion (h)

abc Medias con distinta literal en el mismo horario de incubacion indican diferencias (p<0.05).
Valor de las barras en cada horario de incubacion indica la desviacién estandar de la fuente de fibra que se uso para

obtener los consorcios bacterianos celuloliticos ruminales.

El conteo total de bacterias de los indculos fue: aserrin molido = 4.0x108 células mL?, tallo de pasto = 6.0x108
células mL, pasto molido = 1.22x10° células mL™%. El pH del medio fue 6.8.

Figura 1. Produccién acumulada de biogas in vitro de pasto mulato inoculado con consorcios bacterianos
celuloliticos ruminales obtenidos de diferentes fuentes de fibra en medios selectivos.
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alimentacion cruzada (Cobos, 2007); b) se puede
obtener un CBC especializado en fermentar
carbohidratos estructurales adheridos a lignina segun
su origen (Zicarelli et al., 2011), dado que el CBC
obtenido de aserrin mejoraron la hidrolisis de este
tipo de carbohidratos. Lo anterior sugiere que la
produccion de CBC permite una manipulacién del
ecosistema ruminal y mejorar la hidrolisis de
componentes fibrosos.

La DMS, DFDN, N-NH3; del medio de cultivo, conteo
total de bacterias y la actividad enzimatica celulasas
presentaron efecto de interaccion (p<0.05) entre
fuente de fibra usada para obtener el CBC y el tiempo
de fermentacion (Tabla 2). El valor de pH del medio
no presentd una interaccion entre factores (p>0.05;
Tabla 2). La Tabla 3 muestra la comparacion de
medias de las caracteristicas fermentativas in vitro
por factor.
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El valor de pH del medio (Tabla 3) por fuente de fibra
para la obtencion de CBC mostr6 una tendencia
similar a la produccién de biogas (Figura 1); ya que a
mayor produccion acumulada de biogés (Figura 1)
menor (p<0.05) es el valor del pH del medio. De
modo que, el CBC obtenido de pasto molido mostré
el menor (p<0.05) valor de pH del medio (Tabla 3) y
mayor (p<0.05) produccion de biogas (Figura 1). Por
tiempo de incubacién se observdé que conforme
aumenta el tiempo, el valor de pH tiende a disminuir
(Tabla 3). Sin embargo, los valores de pH en el
presente estudio se encuentran dentro del rango
optimo para el crecimiento de las bacterias
celuloliticas (Millen et al., 2016).

El CBC obtenido de pasto mulato molido a las 72 h
mostr6 la mayor DFDN (p<0.05), reflejada en un
aumento de la DMS (Tabla 4). EI CBC obtenido de
aserrin mostré aumento (p<0.05) de 19.1 y 33.0%
para la DMS y DFDN de las 48 a 72 h; mientras que

Tabla 2. Valor de p de las caracteristicas fermentativas in vitro de pasto mulato inoculado con consorcios
bacterianos celuloliticos ruminales obtenidos con diferentes fuentes de fibra en medios selectivos a diferentes

tiempos de incubacion.

Factores e interaccion DMS DFDN pH N-NH3 Bacteria Celulasas
Fuente de fibra <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Tiempo de fermentacion <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.0021 <0.0001 <0.0001

N
Fuente de fibra*Tiempo de  _ ng01 0,001 0.053 <0.0001 <0.0001 <0.0001

fermentacion

DMS = degradacion de materia seca, DFDN = degradacion de fibra detergente neutro, pH = potencial de hidrégeno,
N-NHj3; = nitrégeno amoniacal, Bacteria = conteo total de bacterias, Celulasas = actividad enzimatica de celulasas.

Tabla 3. Caracteristicas fermentativas in vitro de pasto mulato inoculado con consorcios bacterianos

celuloliticos ruminales por factores.

Nivel de factores DMS oH DFDN N-NHs B’acteria Celulasas
(%) (%) (mgdL?)  (10° células mL™) (mU mL™Y)

Fuente de fibra

Aserrin molido 28.19° 6.67° 13.36° 11.08¢ 2.452 120.1°
Pasto molido 39.582 6.46¢ 31.152 12.37° 0.96° 216.9°
Tallo de pasto 36.03? 6.55P 28.71° 16.422 1.60° 120.3°
Tiempo de incubacion, h

12 24.95°¢ 6.69? 5.78¢ 12.48° 1.20° 96.2¢
24 25.14° 6.68? 14.38° 13.27% 1.43° 106.4°
48 38.17° 6.46" 30.25° 13.10° 1.952 180.4°
72 50.142 6.40P 47.212 14.322 2.122 226.62
EEM 1.82 0.02 2.85 0.50 0.14 11.81

abc Medias con distinta literal en la misma columna indican diferencias (p<0.05).
DMS = Degradacién de materia seca, DFDN = Degradacion de fibra detergente neutro, N-NHs; = nitrogeno
amoniacal, Bacteria = Conteo total de bacterias, Celulasas = Actividad enzimatica celulasas, EEM = Error estandar

de la media.

El conteo total de bacterias de los indculos fue: aserrin molido = 4.0 x 108 células mL™, tallo de pasto = 6.0 x 108
células mL, pasto molido = 1.22 x 10° células mL™%. El pH del medio fue 6.8.
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Tabla 4. Caracteristicas fermentativas in vitro de pasto mulato inoculado con consorcios bacterianos
celuloliticos ruminales obtenidos con diferentes fuentes de fibra en medios selectivos a diferentes tiempos de

fermentacion ruminal.

Fuente fibra Tiempo de fermentacion DMS DFDN — N-NHs B/acteria Celulasas
(%) (%)  (mgdL?) (10°célulasmL?l) (mU mL™)
12 h 27.27%  6.76%  3.49 8.67¢ 1.47 87.3¢
Aserrin 24 h 2174  6.75°  5.23f 8.88° 2.49° 88.4¢
molido 48 h 22.32¢  6.64®  5.83f 14.53% 3.378 89.4¢
72h 4142 651 38.87°  12.23% 2.47° 215.2b
12h 25.04%  6.62% 9.22°¢"  12.32% 0.88¢ 113.5%
Pasto molido 24h 25.00¢ 6.62® 13.67°  12.73% 0.81¢ 134.8«
48 h 48.42%  6.30% 45.16™  10.32% 0.71¢ 301.22
72h 59.88%  6.31¢9 56.55%  14.12% 1.44 317.92
12 h 22.55¢  6.68°  4.63f 16.45% 1.24 87.8¢
Tallo de pasto 24h 28.66% 6.66®  24.24¢ 18.192 0.97% 96.1¢
48 h 4379 6.44% 39.76™  14.43 1.76 150.7¢
72h 49.11%®  6.40%  46.21° 16.61% 2.44P 146.8°
EEM 1.82 0.02 2.85 0.50 0.14 11.81

abedef Medias con distinta literal en una misma columna indican diferencias (p<0.05).
DMS = Degradacion de materia seca, DFDN = Degradacion de fibra detergente neutro, N-NHs; = Nitrégeno
amoniacal, Bacteria = Conteo total de bacterias, Celulasas = Actividad enzimética celulasas, EEM = Error estandar

de la media.

El conteo total de bacterias de los indculos fue: aserrin molido = 4.0 x 108 células mL™, tallo de pasto = 6.0 x 108
células mL, pasto molido = 1.22 x 10° células mL™. El pH del medio fue 6.8.

el CBC obtenido de pasto molido aumenté 11.5 y
11.4% y el CBC obtenido de tallo de pasto aumentd
5.3 y 6.4%, respectivamente (Tabla 4). Esto
concuerda con los valores de produccion de biogas;
dado que, el CBC obtenido de aserrin presenté mayor
produccion de biogés de las 48 a 72 h (Figura 1). Por
lo que los valores de DMS y DFDN en el presente
estudio se asumen a la conformacion de los CBC
(Abad-Guamén et al., 2015) y su eficiencia en el uso
del sustrato (Noguera et al., 2011). Sanchez-Santillan
y Cobos-Peralta (2016) reportaron 43.9% de DMS de
pasto pangola usando CBC obtenido de celulosa
cristalina como indculo a las 72 h de incubacion,
valores inferiores a los observados en el presente
estudio cuando se us6 CBC obtenido de pasto molido,
y es similar a los resultados observados cuando se uso
CBC obtenido de tallo de pasto. Torres-Salado et al.
(2019) publicaron degradaciones de 61.8% para MS y
55.4% para FDN de pasto cobra a las 72 h, superiores
a los registrados en el presente estudio (Tabla 4).

Aunque el mayor conteo de bacterias se observd en el
CBC obtenido de aserrin molido a las 48 h de
incubacion (p<0.05; Tabla 4), el nimero de bacterias
observado en todas las interacciones se encuentra
dentro del rango del ecosistema ruminal (Millen et
al., 2016). El mayor contenido de N-NHs; en el medio
se determind cuando se usaron los CBC obtenidos de
tallo de pasto con 12, 24 y 72 h de incubacion
(p<0.05); sin embargo, los rangos en el presente

estudio se encuentran debajo de lo reportado por
Mehrez et al. (1977) como ideales para tener la mayor
tasa de digestibilidad de la materia seca. La mayor
actividad enzimaética de celulasas se determino con el
CBC obtenido de pasto molido a las 48 y 72 h de
incubacion (p<0.05); pero siguen la misma tendencia
que la produccion de biogas, por lo que confirma lo
discutido anteriormente. Esto porque el CBC
obtenido de aserrin muestra que la actividad celulasas
tuvo una tasa de crecimiento de 141% de las 48 a 72
h, mientras que el CBC obtenido de pasto molido
mostro una tasa de 166% de las 24 a 48 h (Tabla 4);
gue coincide con las mayores tasas de produccion de
biogas en los mismos periodos de incubacién (Figura
1).

Torres-Salado et al. (2019) publicaron valores de 7.0
de pH, 20.4 mg dL' de N-NHz y 1.7x10° células
bacterianas mL™ usando pasto cobra como sustrato,
CBC de un bovino como in6culo fermentando en
biodigestores a 72 h de incubacidn; los cuales resultan
similares para los conteos de células bacterianas y
superiores en pH y N-NHj3 al presente estudio (Tabla
4). Por otra parte, Herrera-Pérez et al. (2018)
reportaron 6.9 de pH, 19.4 mg dL?! de N-NH; y
1.1x10° células bacterianas mL™ en biodigestores con
rastrojo de maiz como sustrato, 72 h de incubacion y
CBC obtenido de un bovino y papel Whatman y
celulosa cristalina como fuente de carbono; valores
que resultan similares en el conteo de células
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bacterianas y superiores en pH y N-NH3z a los del
presente estudio (Tabla 4).

CONCLUSIONES

La fuente de fibra es determinante en el tipo de
bacterias que integran los consorcios bacterianos
celuloliticos de origen ruminal con base a los
resultados de produccion de biogas y caracteristicas
fermentativas in vitro observados en este estudio. Los
resultados de las variables evaluadas con la técnica de
produccidn de gas in vitro sugieren el aislamiento de
consorcios bacterianos celuliticos a partir del sustrato
que se pretende evaluar. Los consorcios bacterianos
celuloliticos aislados de aserrin molido mostraron los
mejores cambios en produccién de biogas y
degradacién de los componentes del sustrato a partir
de las 48 h de incubacion por una compaosicién
bacteriana con mayor potencial celulolitico.
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