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RESUMEN

cler cultivos: el medio Lﬂ3uluau
las

e utilizaron dos medi
gate v ooel medio 9089 donde  Foeron  dnoculs :
ras abtenidas a partiv del rumen de ganado vacuno.

e ubtilizd como fusnte de carbono papel Filtro Whatmar
Mow 1o Obteniendo como resultado la disminucidn en el tiempo
de incubacidn cuando fue utilizado el medio 98.% adicionacdo
de papel Filtro macerado.

He obbuviaron 28 aislamientos de  bacterias NIl
actividad celulolitica, las cuales por mnedio de pluﬁi i
Briogulmicas v mwrle&gica“ se agruparon en cuateo
et e d ofdom clostridiiforme con L1LEIL del tmfn] ﬂw
aislamisntos, B § @R G E s d rraerd 1 [l u1“JTZq
Eubacterium  ruminantivm con 2.84% v Lachnospira muitipar

FL84% de los  alelamientos  logrados v ooun 1%
sapondlsntes & 5 alslamisntos L ric Fueron
identificados.

qﬁ HL111~1|nn pru has de actividad enzimdtica para cada
g, enpleandose cono substrato papel
Filtrm ilduidﬁ vooono tratado,  aumentando 1a actividad
celulalltice cuando se sopled papsl Filtro tratado.

El rendimiento porcentual de transformacidin global de
celulosa & glucosa, obtuvo en dos fases de orecimientos
fFase log v fese e conaria anpleandose el nedio 98,5 v OMO
(carboximetiloelulosa) O papel +Filtro tratado. Ubilizando el
prénpae L tratado T slbrstrato Es i ra et §am o
Ceriomdridid Forme nostraron el mayor rendimiento  pore

arytiia ]
durante la fase exponencialy al ubilizar CMC come substrato
E Fromd rra et L oo b o omudtiparis  arrojaron @l frEsy
rendimiento porcentual.  Durante la  fase estacionaria 8.
ruminaniium o e lostrididForee nostraran @l MY O
Fandiniento nnwr@ntUml cuando se ubilizd papel tratado v
cuanda  fFue enpleado CHMC come substrato las cuatro : &
mostraron un @levado porcentaje de rendimiento.

e realizd la cinébtica de corecimiento, obbtenien
tiempos  de  duplicacidn  (hd) v velocidad especilfica  de
crecimiento (W) para cads una de las especiss reportadas.




ABRSTRACT

The Hungate' s cellulose medivm and the 98.5% medium were
incouwlated with samples of rumen fludd obteined from cows,

Whatman paper No.l was used as the only, carbon souroe
and  found that the dincubation time can be  reduced when it
was wsed milled and added to the 9805 medium.

2 isclates  of bacteria were obteinsd with evident
cellulolytic activities. By bicochemical and  morphologicoal
E AT ; isalates  were groapped  in fouwre e Les
Cloztridium claztridiifaorme (L1 53E%), Relenomonas
ruminantivm  (A1.83%)Y, Fubacterium rumipantiam  (Z.84%)  and
Lachpnozpira wmeltiparis {(Z.84%) and  the remainder 1%.,323%
carresponding to five isclates not ildentified.

The fouwr species were tested for  engymatic activity
weing filter paper in both formns: as it s, and milled as
anzyme substrate. When the later form was used the enzymatic
activity showed an ernhancement i ite behavior.

The porcentual  vield of global cellulose to glucose
transformation  was mneasured i twe groaeth phases the log
prhiaser o and  the statiomary phase wsing. The G5 ok
carbasymethyvlcellulose (98,5 + MO} medium or the 8.5 +
milled filter paper.

Using milled Filter paper as  enzyme  substratey £
ruminandianm  and O, cloztridiitforme showed the higger
porcentual  vyield through the exwponentisl phasey;  when  CHC
were used as  enzyme  substrate, . ruaminandtice  and L.
pultipariz showed the major porcentual yield. Through  the
stationary phase, 8. runinandiun  and C. olestridiiforme
showed  the major porcentual yield when milled filter paper
was  used as  substrate; and at tast, when MO was  used
substrate, the fouwr species showed high porcentual yvield of
conversion.

The kinetics of growth rate was  also carried  owt,
getting duplication times (di) and epecific growth speed
(w) for each one of the reported species.
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I.— IMTRODUCCION

Las bacterias son microrganismos undcelualares  gue o
reproducen [ Fieidn binaria v o gus 6 ancuentean
ampliasments disteribulidas en 2]l medio gque nos rodea. {(Irvant
et oal, 1942).

La  actividad de sstos mloroorganisemos  es varilada,
aloguras s ] e producis  enfermedades & plantas Y
ardmales, sin ecnbargo existen bacterias que  debido a  su
metabolismo benefician a su hospedero, btal es el caso de los

mamilferos rumiant

(los que mastican @] contenido de la
CETTEA ) .

El estdmago de los maniferos herblvoros es  mavor
gque a2l de los carnlvoros v osuele sstar dividido en dos &
mag  compartimentos. Llos maniferos rumiantes son los gque Lo
poseen nds conplaeio. Consta de cuatro clmaras: redecilla O

raeticulo,  ruman & herbario, librillo 4 omaso v abomaso

(panza O owajar),  gues vardadero estimago de los
rumiantes (Wedichert v Fresch, 19735, El rumen &8 Ui sa8co
musculoso gque ss exbiendes desde el diafragma a la pelvis  al
lado  dzguierds de la cavidad abdominal v gue por  la  parte
anterior s conundica ocon el retlcolo v por la parte
postarior con el omaso.,

El rumen difierve de otros ouchos habitats natuwrales en
s consistencia  relativa, v debese considerarse  como o un

aparato de ocultivo conticous v ode gran  eficacia para 1a

propagacidn de microorganismos  anasroblos  debido o ar la




actividad microbiana, &l bajo porcerntais de oxigeno, las
concerntracionss moycleraclas e los oot os e la
Fermantac idn, el corntanido e P clacl o lat dyvamentes
constante, & la temperatura gue oscila entre los 38°0 v 42°0

vl pMogue ercuentra comunmante entre & v 7. {(Bryant,

1LEEL) .

El Al imanto e 1o rumiantes ek d e ad s
[ ORI 0T de celulosa v consscuentemente bacteriag
celuloliticas gue btienen  uwn papel  doportante E i,
@mwﬁiﬁtmﬁa microbial  del rumen. La mavorla de las bacterias
celulollticas oue  ham sido  sisladas  pertenscen 2 Ty
génerost  Suminooocons, Sactercides v Bubwrivildio, pero

Marn descrito el aleglamiento clen

VAL as (RN A X
Clostricdiom (Sinha v Ranganathan, 19833 Felly et al, 1287).
Eatbas bhacterias sstin adeptadas a wviviv en una acidez  entre
.oy FuR, en ausencia de oxlgeno, & temperaturas entre  los

A0y 420 en presencia de concenbracionss  ooderadas  de

procuctos  de la Ferosntacdidn {doidos  lactico, acetico

~

butivico, etanol v obtros), v edpusstos & los alimentos

ingeridos por el rumiante, (Hungate, 198&8). Muchos de esbos

miceoorganiesnos  aislados biensn caracteristicas  en comin,

pero no son ddénticos. El interds en el aislamiento de
hacterias e sido concentrado hacia  su uso para la
conversidn de biomasa de sustratos celuldsicos (Helly et al,
19877, clesde  odiferentes puntos de vista., Uno de ellos es

utilizar la celulosa como substrato para la producocidn de




tudios dnbentan

protelna  de  origen undoelular. Obreos
producir edulocorantes a partic de desechos lignocelulosicos,
v oobtros més pretendsn sumentar la efloacise de s wtilizacidn
por los animales rumiantes, (Péres, 19817,

Los o desechos lignoceluldsicos sstin constituildos, por
los polisacdridos celulosa v hemicelulosa, v lignina. Sisndeo

cee AOY wm HOW, 18Y & BOU,  10¥U & raspectivamsnte,

ependiaends del tipo de vegetal, del tejido v adad del
mismo. La celuloss es un polisscidrido de alto peso nolecular
Formado o unddades  de  glucosa oon i ones R e B
glucosidicas, @ conformacidn de silla v los U oS
Miderdrilo en la posicidn ecuatorial estable. La moldoula es
alargada, plana v sin ramificacionss. La celulosa  es  pooco

con edcepcidn e

goluble  an la mavoria de
los Acidos minsrales concentrados gue causan rapidamesntse  su
despolimsrizacidn v es higroscdpica, ya gque  absorbs  agua

tan

hinchindoss,  pero no o se  diswelve.  Las  propilsdades

cles la celulosa se deben a la ascciacidn de

s fal s

racimos de microfibrillas warddas paralelamesnte en una Fforona
muy ardenada.  La  madera es la Foenbts mds lmportante s

cren ol yoooel algoddn su Formas cosercial  més pura. La

Memicelulosa es insoluble en agua pero soluble en dlocalis v
ma o encuentra asociada a  la celulosa, polimeros v pectinas

cabinosa, galachosa v

s son polisaciridos gue contisnen a

Acido galacturdnico gue actda  como wun doporbante matecial

der cenentacidn  entre dos celulas, Fformancdo grandes cedenas




a través de enlaces O-D-{1-4)., (Conn y BStumpd, 19765 Devlin,
19807 Badui, 1984). as1 misno se encuentra constituwida por

un o grupo  de polisacdridos no tan homogéneos como el de la

el

calulosa, a sabery xilenos, belta-marnanos, tanns oy L

tructural de  las

arabinanos.  La  ligninse s un polisnsro
plantas vasculares formada por  anddades  fendlicas CjLAE
proporcionan a la planta rigidez vy union entre sus celulas,

ademis  de dismineir la permeabilidad del agus s través  de

invasionss

las paredes celulares v protege a lasg ¢

e microorganismos  Qeeal, 1985,

Una pared celular tipica de un tejido vegetal
constivtuida  por una laminilla media, una pared primaria vy

suncdard S Fr la laminilla media se enouentra oasi

ot a

i

toda  la  ligrina v osu prorporcidn dissminuye  conforme  se
arerca al  lumsng la pared secundaria  contieng mwy poca
lignina v se encuenbra formada por polisacadridos. A cada
capa de  la pared secundaria se adhieren la celulosa  en
cantidades mlndmas ol obros constituyentes, fFormando
eatructuras  longitudinales llamadas microfibrillas, dentro
de cada una se encuentran las moléculas linsales de celulosa
unidas lateralmente por puentes de hidedgeno vy por FUBrzas
die Van  der  Waals. Los  grados  de  ordenamiento de  las
moléculas  de celulosae difieren, cuando estan  altamente

ordenadas se les conoce comno oristalinasy mientras que  las

Fegiones  con menor  grado de  ordenamiento se denominan

amorfas. Dentro  de la pared secundariag la  ligrnina e



o et acla €0 los prac il os localilzados anbre las

microfibelllas v oen las regionss anovPas, enbes oristales de
cealulosa,. e sugiers gue la asociacidn de la cslulosa con la

Lignina ern ogran parte Fleics, Formando wn sistema  de

cruzamiento de pollmeros. BEstas Intima ascooilacidn Fisi

gl
s considera responsable de su oresistencia a la  degradacidn
Bioldgica. Ern laz  regionss  amnovfas entre oristales  de

celulosa,  se encuentran tambien hemicelulosas, minsrales v

e materidal come grasas, acsites, resinas entre obros

(Cowling, 1941y Gilbert v Tsao, 1983,

shos lignoceluldsicos [redescle e

ii:f

AL 1

whilizados  como  Fuenbe de ensergla por o los  rumiantes, L

Tignina presente  en los desechos vegetales dopide  oue  se
ubtilicen comno Forrajes; su digestibillidad dismineye conformns
aumanta el corntenddo de Lignina, por lo gue sste poliosro no
solo representa uns Fuente de carbono orgénico considerable
aing  gue  controla  la degradacidn de gran parbe de  los
polisacihridos vegetales leal, 1985, For 1o gue las
investigacionss realizadas en este campo ss  han dnoclinado
por la elaboracidn de  téonicas  de pretratamientos  gue

gdegraden la  lignina v permitean  la  wbilizecidn de  los

cdesschos Lignoceluldsioos, asl gus  la conversidon de

melule a glucoss pusds ser llevada & cabo por  hidredlisis,
cuvo producto pusds ser colocado en unag variedad de procesos
ORI Fuents alimsntadora  de  Fermentacidng abhora, sy

cer Midrdlisis disponibles: La hidrdlisis

Var Lo o ol o Lol o2




enzimadtica CjLe consta  de  varias tdondoas e a @l
pretratamiento  del material celuldsico, como lo son: por
molienda, idrradiacidon, tratamiento alcalino v tratamisnbo
con difdscido de axufre. La bicdedlisis dcida gue consiste  en

Ta utilizacidn de dcido salfFdrico al 14 a altas tesperaturas

dentro  de  un reactor de Flujo conblouo (Fosaric et al.,

19807 .




11.— AMTECEDENTES

La actividad celulolitica por los organismos del ruman

fue  detectada a Fines del siglo pasade. Tappeiner en
1888, fué el primero en investigar el destino de la el iosa

an los  runiantes,  enconbed oue la palps

alogoddm cuando se encuentran en condiciones

el fluldo del rumen se disuelven despacio. (Marston, 1947).
El rumen del ganado vacuno es  un gran  tanogue de

fermentacion  cuva capacidad oscila entre 110 v 220 litros,

atales

segin @l tamaBo del animal, los materiales V)

ingeridos  por la vaca son degradados en el rumen  poroouna
amplia v diversa poblacidn de bacterias vy protozoos. La
celulosa que el hoobre no pueds  digerir es  facllmente

degradada  en el rumen, Yy los productos resultantes -

acetatos, butivratos v  propioratos - L mesbabol ithos
fundamentales en  la economla metabdlica de  los  bividos
{(Fatton, 1924%).

La digestidn de la celulosa por microorganismos  del

rumen, es un proceso estrictamente anaerdbico, caracterizado

por una concentracidn activa de celulosa en el
celulasas bacteriales son primegramente absorbidas sobre el
substrato de la celulosa o son confinadas a las menbranas de

celuloliticas gue atacan al contacto de  la

las  bacteri
superficie de la celuwlosa. La molienda incrementa la
suceptibilidad de degradacidn ambas reglones, amorfa vy

cristalina, de la celuwlosa reflejindose posteriormente  an



s mayeor hidedlis Poa fin et oal, 198I).

Hungate en 1950, 1t @l crecioiento e

Funcionales del rumen en culbivos puros mediante 821 empleo

de medios similares en composicidn al ambiernte ruminal,

we, medio-habitat  estimulantes. Luego, en 19460, wbtiliza el

acoplamisnto de las bacterias del rumsn. Hungate, 1968).

L medios  usados para el oulbtivo  de brac b Las
Fruminales  son e menudo suplensrtados oon Fluido ruminal
clarificado  como  Fusnbe no especlfios de s variedad de

putrientes  regueridos por estos organismos. Un ejemplo  de

b rientes identificados en el Fluldo del rumen incluye  a

3L
pid

La hemina vy & varios Acidos gra volatiles para

crecimiento  de muchas de las bacterias del rumen. (Stack vy
Cotta, 198&).

Loz medios de cultivo de Hongate contisnsen  agar oy
minerales , incluyvendo fones amonio v hicarbonato, de  forma
que  pueds obtensrse una fase gaseosa de COn a pH de 6.7,
Lo celulosa Finamsnte dispersa 6 agrega  oomo Fuente
energatica v o el potencial dxido-reductor se mantiensg bajo
atiadiendn  peguefas cantidades de agentes como la ocilisteina.
(Bpwanmt, 1981),

Dhilirando  la téconica de separacilidn de bacterias para

i

analizar  los  tipos vy ndmeros de especies gque atacan log

-

gilidos de la digesta del rumen del ganado vacuno, nueve de

las cepas  representativas de las bacterias aisladas  del



contenidn  ruminal Fueron benbativamente selscooionadas, de

las cuales siste Enhaoteriumg S0,
o CICREREER FOSRY B T i T o R 1 ad s, A FEavefan i @ v

(Minato et

e d fudomona smimiy, son bacteries celuloliltic
aluy. 19687 . &, Flavefaciens, B succindgenes, son dos  de
lag  hres esspeciss mayvores  gque  atacan a la celulosa,
=y

(Bohedinfingsr vy Woling 1970

n

Las cepas de Sebyedivibedo Fibedisolvens reguivieron  de
21 0a 71 dias para producis degradacidn visible de  papel
Filtro  dntacto mienbras gue  las cepas  de &, albdux 1o
degradaron  en wun periodo de 1 oa 8 dias. (Teather v Wood,
198538 .

Vel v NIRERT= (1984 whilizan cepas e Ea

sce d adgenes,  Fealbus, F., Flavefaciens v B Filrisclvens

para  debterainar el del acido cinmico v la  vanilina
sobre la digestidn de celulosa vy el wileno. Fara llevar a
cako  esto, usaron el método  de ocultivo anascdbico  de
Hungate modificado por Beyvant, en donde el fluldo del rumen
fue colectado v Filtrado por medio de cuatro capas de  S€acCo

para gqueso agregandolo al medio como fuente de indocuwlo.

'

Oshio et al, (1987 realizan wun estudio sobre  la

srdas runinales, ensavando dos btipos  de

aburndanoia clie bac

dlistas (heno v cebada)  ubtilizands el medio 98-8 v un periodo
der incubacidn de 2 semarnas ., las bacterias fusron examinadas
par sy coloracidn al Gram, mobilidad, pH final en caldo de

azficar a2l 1%, produccidn de  aAcidos orgénicos  a partic de




Lo =

maltosa, celobiosa, wilosa v glucosa, produccidn de  H-8,
Fidrdlisis de almiddn v celulosa. El conteo total méximo  de

- 10 ) " ; s
1ol%/m1 voel ovalor  mas  bajo  fus  de

bacherias
o N 4y [ . i i g
lxiul Sml.  La  mismna thendencia aparecid en los  oconbeos

=

totales viables, cuandeo fue obilizado el medio 98.5.

La  cusnba tobtal v composicidn gendrica de oiliados del
Fumen  asi  como la microflora en muestras el cumen Fue
plasificada vy enumerada de acuerdo al  mdbodo microscopioo
directa, el cual agrupa los nmeros de microorganismos  en
hase & la tincidn Gram, forma vy  tamafio. La microflora
dominante en muestras ruminales Fueron: cooos gram negativos

(0.3=1.0um) g cocos gram  positivos (0L 8-, lum) , pegue

bacilos gram ﬁ@g&ﬁiv@ﬁ.(onb5“9n7 oD - Oum), bacilos  de
tamafio mediang (O.7-0.% w L2-30um) v bacilos peguelos gram
positivos  {(0.48-0,6T x 0.65-1.%2um) . (Bakauchi y o Hoshino,
1581 .

El mfmero  total de bacterias por unidad de peso O
vl ume tal  como  se determina por los  estudios cla
microscopia directa, se encusntran comprendidos entre  los
Timites de ﬂxiﬁiﬁ @ 15 lo D,mlg v ovaria dependisndo de la

rtueal e la dieta, &1 régimen de  alimentacidn, del

tiempo  que ha pasado desde la ingestidn de alimentos, del
animal  gue se trate vy de la presencia & 0 ausencia de
protoroarios. (Bakawchi v Hoshino, 1981).

Smith at  al, {1973 estudian los factores cjLAe

irfFluencian la  digestidon enzimdbtica de celulosa molida



e

ubilizands variss cepas de &, albus. El papel Filtro molido

mlitloss

la celulosa coristalina hdmeda de algoddn v la

cristalina G Cond gt LU O clicrer iolas, [ e

zctivamente. La enzima de esta

ar rapilder, e
pepecie  se mostrd activa enoun rango de pH 400 a &8 v o oon
e rapide digestidn de celulosa s los JE0,

Todas las bacterias celulolltices  vuminales son digual

e sensibles a peguefas bajas  en el pH, v o oun bajo  pH

ruminal pueds ser un Factor oriltico gus Limita la digestidn

e celulosa manteniendo a la wvacsa  bajo alimentacidn
consrcial,.  La wbilizacidn de celulosa o celobiosa por

oo omuood pogesss SES Pus severaments inhibida con valores de

L.t temperatura tiens gran efecto en el atague  de

o gue  conforms s

i

bacterias & la celulosa, puss se ha vi
incramsnta la tempesratura, aumsnta el ndmero de bacterias

gue atacan a la celulosa, observandose una actividad dptima

a Tog 280, Algunas de las esspeciss guse lo hacen  son .

guoindgenss, F. Flavefaciens v R.oalbuws.  Obtro de los
Factores  gue  dnfluven en la habilidad para degradse los
substratos  edlidos  come la celulosa, @@ supons gque s La

localizacidn de las bacterias sn &l rumen. (Minato v Suto,

19ai).
e Ma sncantrado gue  las  proporciones &0 los
componentes  gue se ubilizan en los medios de ocuwlbivo para

hacterias ruminales son las siguientes: concentracion del



Fluldo del rumen es de 308 v/, de los agentas reductores

cle 0O, OREY

ol ), G

raduetores Ffusron esterilizados por Filtr

los  dngr

Cw vy comon la olshe Fidratada v de Mar & PH L
(/v Lo ardocarss, vitaminas v acpent s

idin v el resto de

eclienteos fusron  esterilizados  en avtoclave =S

121°C/10min. La  turbides: del cocultivo se deternind por

turbidimeterla b S0 M. Tormcle la absorbancia Frre

directans

{Marourmel

lular

i

ik e proporoional oa  la erernc et e s dn I

v o Wallacs, 1984,

Ginha v Ranganathan (D93 hacen un estudio  sobre la

cli et buaed

g FE e

duntios,

19.2%3 ol H. 5 by d e

el  E.8%.

clex]l tobhal

Fost

an en poreentais en rumen de bhdfFalo de . albus v
Faciens  encontrando guer  cuando se  consideraban

@l porcentaie  fue de DH9.8%y  de  H succindgsnes

LIul% v de Clostridiuae  loochesoil
Los tipos no ddentificados comprendievron un 4, 7%
e bacterias ailsladas.

griprmente,  Heepell et al., (1987)  realizaron  un

trabajo sobre bacterias celulollticas del rumen, sncontrando

e e 3

prutmd nraerd i

probablemnsnte actuan sinergeticaments para degra

Pl dsacie

con oulti

todas las especies descritas H  Fibvisclvens, KR
s, Buecinivibeio desteinosclvens v Sslernononas

wn las  cuales existen en el ambiente natural,

Clagy
idos  en células vegetales en baszse a los  sstudios

clacdas. Bl corecimisnto  an

vors cle especles B EE Mme

el cultive fus seguido por medicionss de la densidad Sptica

a &H&D nm.

l.as concesnbracionss de hesosas Fusron determinadas




por el método del Acido sulfrico-fenol, wtilizando glucosa
como estandar.

gy mecdos ole

El crecimiento de bachterias celouleliltic

centobaic fue  seguido a través de medicionss de densids

aptica  a &60 nm. La wutilizacidn de celulosa fue medida [

La remocidn  de peguefas mo a  particr de cultivos
conteniendo celulosa a varios tiempos, con una determinacidn
subsecuente de carbohidratos residuales por sedio de  la

tecnica de antrona, (8tack v Cotta, 1984).

Bl uso del rojo congo como  wun indicador para  la

dagradacion de B~D- glucosa en un medio agar, tiene
bases para un rapido vy sensible ensavo para bacterias
celuloliticas., El  método es rapidamente adaptable para
cualouder contes  dirscto  de oreganismos celulaliticos
viables, usando tubos de ensayo, & para la caracterizacion
de  gran nmero de aislados, usando técnica de placas por
duplicado. (Teather v Wood, 1982).

El crecimiento de microorganismos en laboratorio sobre
la celulosa  depends  de  la naturaleza  del subatrato,
asl, mientras que el crecimiento de microroganismos sobre
celulosgsa  natural es poco dense, el crecimiento en celulosa
pratratada es  abundante,de abl que el pretratamiento  del
substrato para la fermentacién microbial es importante. Los
substratos generalmente uwtilizados como prusba para la

mayoria de los experimentos sony la paja de arroz, el bagazo

2

.,

de cafa  de azfcar, celulosa de madera purificada, Frape L




Filtro vy papel impresor de computadora. (Han vy Callihan,

19740,

selulassa @s o un sistema Onico en el cual  varias

BV L MEE

activan juntas para llevar a cabo la hidréalisis
cler melulosa, La cual ni una de ellas, pusdse realizar,

activandose por sl solas (separadamente). Por lo que suchos

patudios PErEran continuar sobre La aeparacidn W

caracterizacidn de las celulas

de varios microorganismos,
encontrando un punto critico para un proceso enzimidtico que
conviarta Lo subastratos celuldsicos & aniiealr s
farmentables:  la disponibilidad del substrato conveniente,
gl pretratamiento v el reguerimiento alto de e imas
(Mandel, 1982).

B orces , las  consideraciones sobre el substrabto a
utilizar deben ser: disponible en cantidades grandes =a
traves del afo, facil de colectar, alto en contenido de

celulosa v gue requiera poco & ningdn tratamiento. & e

i

S =

i
!

sspecto se ha encontrado gque el pretratamiento Flsico come
la molisnda  hbmeds wbtilizada durante  la ﬁﬁﬁ@ﬁi#icaci@m
mejora  la  accion de la celulasa. Descubriéndose que la
digestibilidad de la celulosa molida esta directamnente

relacionada con el tiempo de molienda (Hosaric et al.,

1980) .

L motivo para el fracaso en el desarrollo tle

tecnologla adecuada para el aprovechamiento de desperdicios

agricolas, lo constiuye el enfogue unilateral con gque se ha




atacads el problema. La Intima asocid idr de la lignina  con

la celulosa, representa el obstdculo mds severo para el

u

arrollo exitoso de procesos para la utilizacion de

cleapsroloios stales, ya que la digestibilidad disminuye

conformne aumenta el contenido de lignina., En consecusncia la

Have gue dard acceso a estos recursos es el desarrollo  de

LI e gue peraita la  degradeacidn selectiva de  la

lignina, el cual, dada la ineficiencia v elevados costos de

Lo e cp i mid oo, clerbier 1o g e e T

microbiolégico. (leal, 1989 .
Los  matodos  empleados  hasta ahora en México para

obltensr  productos de la fermentacion a partir de desechos

agrloolas AW Farmentacidn si Lida [raEr @ Forrajes
ariguecidos con protelna, fermentacion en cultive sumergide
[ a protel na clee orlgen celular, sacar i-Ficacidn v
fermentacidn  alcohdlica en una sola stapa. (De la  Torrae,
1985 .

Este trabajo intenta ofercer une altermativa mids en  la

utilizacidn  de des

hos lignoceluldsicos, siendo el papel

une  de  los materiales mids usua an la vida diaria v o el

i

cual es desperdiciado en cantidades enorme
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IV.— METODOLOGIA.
&.— RECOLECCION DE MUESTRAS.

Las  muestras  fusron bomadas de geanede  vaouno  recién
zacrificado  en @l Rastro Municipal de Ensenada, E.O. Debido

a que las bacterias celulollticas se encuentran en el

(alimento), como en las

rumen, tanto sn la dig
dorsal v venbral se procedid a wbilizar la téondca propussta
por Hungate  (1964) gue comsiste an el raspado de las
paredes del rumen con la boca de un mabtraz Ervlenmeyer de 500

comp lensntd con

ml previanente @
la  toma o suestra & partie de la digesta msdiante el

exprimido  del alimento, captando sl Fluido  ruminal  en

matraces Erlenmeyer de 500 ol previamsrnte sstevilizados.

de gue los matraces fusron Llenados  totalmente

poe medio de ambas téonicas de recoleccidn de muestea, se
varid  sobre la superficie del Fluido ruminal wuna capa  de
aceite minsral.

Fe  dmportante  sefalar gue 21 ganado susstreado fue

alimentado con dietas de alimento concentrado. ¥
i.1 TEAMSFORTE DE LAS MUESTREAE.

El  transporte de  las meeshtras se  llevd a  cabo en

bandejas  de plastico /4 hielera, donds se colocaban  las

muestras v s& cubrian con hielo, para bajar el metabolismo

L. oveterinario sncargado del rastro

# Com. per. Radl Danohe

murticipal.



LG

de las  baot

srlas durants el btravecto  al Laboratorio,
trancurriends  un tiempo aproximado de 20 min., procediendo
inmadiatansnte al tratamiento de las musstras,

B.— TRATAMIENTO DE L& MUESTRA.

Las muestras se btrabajaron de la siguiente mansran
i.1 FILTRADO.

El Fluido ruminal fue filtrado a través de 2 capas de
gasa  por una  de algoddn por dos veces para eliminar el
exoast  de stlidos suspendidos en el Fluido.  Posteriormente
el Fluido va Filtrado Fue somebticdo a burbuiso con EGR v e

almacenads & ~4°0 para uens posteriores.

1.2 CEMTRIFUGADD.

A una parte del Fluido previamente Filtrade somet 10
a centrifugacidn en una centrifuga (IEC HN-SI1) & 15000 i nli

(A3 000 g} durante 20 min. para clarificarlao.

C.—- TRATAMIENTO DEL PAPEL.

Se utilizd papel whatman Mo.l, el cual fue suspendido
en edoeso de agua destilada permaneciendo en reposo 48 hrs,

Tiempo @l prapel Frie gomet §do &

Trarmsoure i oo
calentamiento hasta sbullicidn v posteriormentse & maceracidn
@n o ouna  licuadora, repitiendo  calentamisnto v Licuacidn

2wt ivamente b

i

sta lograr una pasta homogénea, donds @l
papael se mantiene Finamente disperso. El papel fue agregado
a los medios de coltivo con uan 81.9% de humedad.

D.— OSTENCION DE CEPAS CELULDLITICAS.

I ETAFA.




. P 4

utilizer el medio celulosa de Hungate (19660

2 1 cual

Corpns g mr ouna mezcla de sal

minerales, cistelna, Fluido

ruminal tratado vy la de carbono (apendice 1), la cual

Fue sustituida por papel filtro Whatman No.l en tiras de L1x8

cm por cada tubo de ensayo gue contenla 10 ml {aprox.) de

medio de cultivo por 1 oml de indculeo. Mientras gque para

medins solidos Fue ubilizads solo una da, tomada a partive

del  $luido #iltrado, colocando las tivas de papel sobre la
superficie del medico. EL pH  fue ajustads & 7 0.2
Fosteriormente, tanto los tubos como las cajas ya inooulacdas

T intracdujeron art jarvas de anagrobiosis AP AR,

5 omodificado de  Bmith

utilizando el indicador de anasrobios!

tapendice 11), ademds de ubilizar la técnica de la vela paras

el consume  de  oxlgeno presente dentro de  la  jarva. Los
medins se incubaron a una teoperatura de 38°C a 40°C0 durante
un  perlode de tiempo gque oscilaba entre los 21 0y 20 dias.
II ETAFPA.

£l medio de cultiveo ubilizado durante ests etapa fue =N
98,5 segin Bryant y Raobinson (194610, el cual consishe en una
mercla de solucionss minerales, Fluido ruminal  tratado,
cisteina, un agente reductor y una combinacidn de Ffusntes de
carbong (apendice 1ID), las cuales fueron sustituidos  por

papel  fFiltro Whatmar Mol previamente tratado en una

cantidad eguivalente a la mezcla de carbohidratos. EL pH fue

ajustado a 7 0.2

wn potenciémetro el perlodo de

incubacidn Ffus  de 10 a 19 dlias en  una wabifa (Frecision



iy

Q-

e

Machanical convention) a una temperabura de 38°0C a 4070,
E.— AISLAMIENTO.

E1l aislamiento se llevd a cabo usando el medic 4.5
mediante resiembras  suscesivas, ubilizando la  téocnica de

it de  las colonias

postriado en placas  para la  separac
aparentemnsnte diferentes. Ubtilizando como criterios gle
separacitn las caracteristicas de las colonias, tales  Comos
color, forma, borde, textura v elevacion.

Las colonias que eran consideradas diferentes se
resenbraban en el mismo asdio de cultivo hasta  obtensr  un
cultivo akénico.

F.— VERIFICACION DE BACTERIAS CELULOLITICAS AISLADAS.

Las colomias aisladas fueron cultivadas en medio stlido
oa.% mediante la técnice de picado por cuadrante en placa,
las ruales Ffusron incubadas de 38°C a 40°C durante 15 dlas,
para después utilizar la técnica del Rojo Congo {apendice

V) aemghin  Teather vy Wood (1981) que se fFundamenta  en el

camhio de color del rojo congo en las zonas de hidrdlisis de
celulosa.
G.— CARACTERIZACION DE LAS CEPAS CELULOLITICAS.

Fata stapa Fealizd ubilizando el Atlas  of  Eumen

Microbiology de K. Ogimoto y 8. Imai {1980 vy By " e
Manual of Determinative Bacteriology editado por Fa B
Fuchanan y N.E. Gibbons (1974), que consisten ens

G.1.— FRUERBAS RBIDQUIMICAS.

A rada una de las colonias aisladas Tes sonshid a




O

N

reaccionss bioguinicas e M

1.1 ALMIDON HIDROLIZADG.

s utiliza el medio PY No.29 (apendice V),

Bl
an &l que se inocularon las colonias aisladas incubandose de
SE0 s 4000 durante 195 dilas v tomando como resceidn rEeat iva
la presencia de color azul-negro después de haber A e i
solucidn de iodo.

i.2 GELATIMNA DIGERIDA.
B dnocoularon cada uno de los aislamientos en el

madio gelatina No.l9 {(apendice VI  incubando a temperatura

hiva la

ambients durante 9 dias, tomando como reaccidn [
presencia de zonas de licuefacoidn del medio de cultivo.
1.3 LECHE.

En esta prueba  fue utilizadeo el medio  leche  No. 349
(apendice VIID) en el cual se inocularon las  colonias

alsladas, incubando de Z8°C a 40°C en un lapso de tiempo da

a 4 smemanas, tomando  como  reaccidn positiva  la
coagulacidn de la lechs.,
1.4 FRODUCCION DE INDOL.

He o oubtilizd el medio CMOC (carboximetilcelulosa)  No.lo
(apendice VYIID inoculando los asislamientos e incubando de
800w 400 durante 15 dias para Finalmente realizar la
prueba  de Ehrlich (apendice VIIID). La reaccidn positiva ews
la Formacidn de un anillo rosa.

1.5 FPRODUCCION DE H55.

et
o

El medio empleado fue el H.8 No.22 {apendice IX3,




inooulandn las colonias aisladas e incubiindolas de  =3er

40°0  clurar

1 dlas, tomando como  reaccidn  positiva  la
Formacion de color negro en el medio despuds de incubar.

1.6 REDUCCION DE NITRATO.

He  empleo Caldo de Nitrato (apendice X) en  donde se

incocularon los aislamientos bajo las mismas condicionoes Cle
cultivo anteriormernte sefaladas. Tomando  oomos Feacoddin

positiva el dessrrollo de un color rojo s de haber

agragaco a 1 oml de medio solucidn I vomolucidn 17 {apandioes

LV
Ao

i.7 VOGES FPROSEAUER {acetilmetilcarbinnl — acstpinal.
El medio de culbivo ubilizade e @l PYE S No. 4o
fapendice  XI) sin resarzurina en 8l cual se inocularon  las

colonias  aisladas v ge incubaron de 38°C a 40° 0 por olos

tomandn  como reaccidn positiva la  fFormacién  de  un
color vojo - naranja en 1 el de medio después de  agregar
solucian T v solucidn I (apendice XI).

i.8 CATALABA.

inocularon los  alslamientos en oedic EYS  Nowll

s

(apendice XII) en placa de 38°C a 40° C por 15 o] sy,
axponiendo al  aire el crecimiento durante 30 min. Yo G
agragd  Hels, dando reaccion ositiva  la produccién de
B by jas .

1.7 LECITINABAS.

Be utilizd el medio EYA No.Z31l (apendice XI1) en el CyrEs

set inocularon las colonias aisladas mediante la técnica  de




e

estriado en placa & incubando de 38°C & 40°C durarnte 7% h.

Tomando  como reaccidn positiva el crecimiento de  colonias
sobive @l medio.
1.10 COARULASA.

Se inocularon los aislamientos en oedio 98,5 Capandlce
Iy, incubandose durante tres horas de 38°0C a LR
adicionando  posteriormente 2 gotas de suero extraido  de
sangre de vaca al caldo de cultivo. El  aglutinamiento de
susro Fue tomada como reaccidn positiva coagulasa.

1.11 CRECIMIENTO EN RILIS.

He  empleo el medio PY No.29 (apendice V) agregando lig
de glucosa y 2 g de bilis liofilizada de buey. Be incubd  de
80 e 40°C por 15 dias tomando cono  prueba positiva  la
turbid@EAque indica crecimiento de organismos en =1 medio de
cultiveo.

« 2 DATOE MORFDLOGICOS.

Estos  datos  fueron tomados por microscopia directa,

emplendn  la  técnica de Gram (apendice XIIID), e&n donde se

e an  ouenta el tipo de organismo  (bacilo, GOy,

cocobacilo entre otros). Caracteristicas coloniale Mo s

forma, elevacidn borde v textura; asi como la presencia de

saporas (apendice XIV).

H.— CIMETICA DE CRECIMIENTO ©DE BACTERIAS CELULDOLITICAS
AISLADAS ¥ CARACTERIZADAS.

(b eni das caeluloliticas simlacdas v

G
i

caracteriracdas a  obtener la  gingtica




prece b i rae, @ las  ocuales

tiempos  de lectura para sstable

#3

i

te tiempo  adecuado vy llevar & cabo  las cinética ol
cracimento  definitiva las cuales se realizaron mediante la
merdioidn tle la  densidad dptica con & ] colorimetro
(Bpectronic 200  a 540 nm a diferentes intervalos de tiempo
praviamente establecidos (Cooney, 19807, Tomando como  medio
basal el medio 8.5 v nanteniendo el cultive a tesperatura
constante a 40°C  an un bafo metabdlico (Water batoch shaker
mod.  A0&A01E) . cuidando de gue el cultivo pernanscisra e&n

condiciones de anaerobiosis, utilizando para este propésito

ure Flujo semicontinuo de OO0 @l cual era recibido v lavado
por una solucidn de Nalb al 20% y pirogalol al 49% en una
relacién  de 10ml de MaOHrdml de pirogalol (tMaga®a, 1988,
contenida  en un frasco receptor con salides a cada uno  de
los matraces kitasato de 500 ml que contenilan el medio de

cultivo inoculado con 8% de la cepa a cultivar.

.o datos arrojados  Fusron bratadoes  mediants LI

5]
et

anailisls estadistico de regresion lineal para obtener
tiempo de duplicacidn v la wvelocidad de crecimianto
¥Martinez (1988)3 Cooney (19807, dado por:

tol= log 274

doricles w= basa de  orecimiento medio

¥ Com. Pers. Ignacio Magafa FP. investigador del CINVESTAV.

¥ Com. Pere. Jovita Martinez investigador del CINVESTAY.




I.— CUENTA VIABLE EN FLACA.
Comn el Fin de sstablecer una relacidn en ndmaro de

Bracterias  con respecto al volumen se realizd la téonica  de

cusnta  viable por placa (Coonsy, 1980, inoculando la cepa
problema a diferentes intervalos de tiliempo v o wtilizando

e e )

diferentess  diloucionss (107" a 10

cacda vezs  gue la
poblacidn s duplicaba (en base a la densidad Sptica). Las
cepas se senbraron en omedio 98,5 sdlido v wbilizando O.1 ml
de indoculo por cada placa las cwales Fusron  dncubadas le
850 & 400 por 7 odias en Jarras de anasrobiosis v/ Frasoos

e vigrio de  bhoca ancha uwbilirzando el indicador e

armrobiosis de Bmith, la téonice de la vela v il k-
cono productor de Cl.. El conteo se realizd, e un contador

cle colonias  Dark Fisld Ouebec modelo 3327, L. datos

obteni dos Fueron trabaiados con la ecuacidng

Fhacterias/ml.= (1/dilucidn enpleada) media del  ndmero

de colondas) (1/cantidad de indoulod.

Loz datos chtenidos mediante la  téonica de cuenta

viable fFusron  graficados  con respecto al tismpo clez
incubacidn.
J.— FRUEBAE DE REMDIMIENTO.

Leas prusbas de rendimiento se llevaron a cabo  osdiante
la técnica de la amtfmma flapendice XV para carbohidratos
reductores a muestras de medio de cultivo en dos  Fases de

crecimientor an Fasse log oy Fase sstacionaria.




oy
Wil

La cuantificacidn de celulosa en substrato ubilirzade

tratado  ipapel whatman Moo D) se llevd a cabo wubilizando

tecnica propuesta por Enrigues (1977), (apendice XVI).

e llevaron a cabo prushas

N\
¥

1a

de actividad enzimdtica para

determinar  la diferencia de dicha actividad, utilizando

papel tratado v no tratado, para cada una de las especies;

7’

i
£

&

g Leando Ta  téonica propusshta por Bl doopae s (197
tapendicse VI .

F.— AMALISIS ESTADISTICO.

73

Se realizaron una serie de andlisis estadisticos para

la confiabilidad de los v

sl tados obtenidos para cada  wna

de las  prusbas, wbilizendo para este efechtod CE e el

Lineal para las curvas de crecimiento vy la t de student para

i

las prusbas de rendimiento (Zar, 1974).




V.- RESULTADOS.
Fr oeste btrabajo se logred habilitar el medio de  culbtivo

e la siguisnte manera:

amiento efectuads para el substrato wbilizado
coms Fuente de carbono (papel Filtro whatman Mool disminuyd
) tiempo de  incubacidn para  obtensr crecimiento cles
hacterias celuloliticas ruminales de 20 dias a un periodo de
1% a 21 dias como méximo, wbilizando el medio celulose les

Hungate (196&8). Posteriormente, fue abilizado el sedio 98,95

5._,

vant v Fobinson (1961), con el cual disminuyl adn mas el

periode  de dnou sifm o un lapeso de tiempo de 10 s 1% dlas

coma mdcime g 4070,

Ltilizanda el meadio  WELUE O ss logrd ahtensr 2
alslamientos con actividad celuleolitica aparentemnente
diferentes esn  base a caracterlsticas coloniales, Lincidn
Gram v tincidn de esporas. En la tabla I se expresan los
rasultados obtenidos de las pruebas bhiogulmicas practicadas

)

a los  alslamientosy en la cual asigran () ouando la

Feacciodn e positiva, (=) cuando la reaccion es negativa v
urn signo () cuando en las prusbas de corroboracidn los

acoilonss.

alslamisntos prresen taron ambas e

Con  la agrupacidn de cepas iguales con respecto a las

caracterlsticas  antes mencionadas, tomando en cuenta  tanto

Las prusbas bioguimicas come las morfoldgicas, se obtuvieron

s dofium o lombedoi i Forme &

CrntEt e pompecies posiblesy O

quisn  correspondio 11537 del total de los aislamientos)

e
W l’



TABLA I.- Resultados obtenidos de las pruebas biogulmicas
con respecto a los 26 aislamientos con actividad
celuloliticas.

e {c

6 C Jc |o

1 A le A Ja (i |a

1 {1 c |t |t |g
m ja L JI e |a |i Ju [B
i {t Je |n t ! [n |2 {4
d |i |c |d o |a |a |a (]
6 In |[h o ils s (s (i
n fa [e (1] H28 Nﬂ3 n ja (a |a (s
ﬁ - - 1+ |+ + + |- |+ [+ |+ [+
4 - = |+ |+ + + = |+ |+ [+ |+
& + |- |+ |+ + + |- |+ [+ |+ |+
4 - 1+ |-+~ + + |- |+ |+ |+ |+
p - |+ |+ |- + + 1= 1+ |+ |- |+
3 - 1= |+ |+ + + |- 1+ |+ |- |+
7 - |- 1+ |+ + + |- 1- 1+ |- |+
B - 1- 1% I- + ¢ 1= |+ |+ |- |+
R - 1= 1+ |+ + + |- ]+ |+ |+ |+
HO |- [+ [+ |+ + + |- |+=|+ |- |+

S |+ |- |+ |- + + |- |+ |+ |- |+
- |+ |+ |+ + « |- 1+ |+ |- [+

E} + [+ |+ [-+] ¢ + |- |+ |+ |+ |+
EB + |- |+ |+ + + -1+ 1- |1+« 1+
[9 - 1+ 1+ |- + + = [+ |+ |+ |+
RO |- |+ |+ |+ |-+ + (- 1+ |+ |- (¢
D1 |+ |+ |+ |- + + (- [+-]+ |+ |+
L2 |+ |+ |+ |+ + + = |+ |+ |- |+
DI 1+ |- 1+ |- + - i+ |+ |+ |+
:4 - + + - - + + C +
Al - + + - @ + - + + + +
AT B RO RO S + -0+ 0+ [+ |
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Belenomonas ruminantivm con dL.ES34, Eubacteriam  rumioamnt um
con  E.84% vy Lachnospica  maitiparis con o Z.84% 0 de los
aislamientos logrados v o un 19,337 que corresponds a 5
aislamientos cle los 26 realizados ClLL e (nln} fFusron
identificados, pero gue pertenecen a los grupos de  cocos,
estreptonocos v cocobacilos Gram negativos. Las cuatro cepas
identificadas dieron positiva la prueba del rojo congo  que
confirmd la actividad celulolitica de estas especies.

e obtuvo  la cinétice de crecimiento grafticando
densidad optica {(absorbancia) contera biempo para cada una de
lag egpecies, donde Selenomonas paminantium nostrd tener  un

tiempo de duplicacidn (td) digual a 4,52 Hrs, v una velocidad

o

wapeclfica cle crecimiento (W) de CLEZ ok Y un
conportamiento  exponencial  entre las 7 v 10 hrs. rles
incubacidin, (Figura 1), an esta misma figura se expresa el

comportamiento  de esta especie utilizando como substrato
carboximebilceluliosa  (CMO), observandose una diferencia  en
el tiempo de duplicacion (b)) de 6,12 Hrs. vy una velocidad
eepeclfica  de crecimiento de O.11 he "1 e comparacidng con
gl crecimiento presentado utilizande papel filtro tratado.
En la figura 2 se observa el crecimiento de Slosteddium
clostricdiiFforae con un tiempo de duplicacidn (td) de w oy
Hre 3 una velooidad especlfica de crecimiento (W) de 0,158
hot vy ouwya fase exponencial gque se encuentra entre las 7 v
10 hre. de incubacidny amientras que el crecimiento en CHMO

arrajd un tiempo de duplicacid (bd) digual a 6,48 Hrs. voouna
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velosidad especlifica de crecimiento (W) de 0.1 hu_i

Aei mismo en la Figura 3, Eubascterium ruaminandiom
presenta  un tiempo de duplicacidn (td) de 2.76 Hre. vy una
verlocildad eopecifica de crecimiento () de 0.Z5 bl
wtilirzando como  substrato papel Filtro tratado Yy EU
fase ewponencial se expresd entre las 7 vy 10 hre  de
incubacidng mientras oque en CHMC  tuvo  un tiempo cle
duplicacion de 6.592 Hrs. vy una velocidad especifica de
crecimiento (W) de 0.10 h7L

Lachnospira multiparizs tuvo un tiempo de duplicacidn
(b)) de 4,01 Hrs., una velocidad especlfica de crecimiento
de D.17 K Y oy una  fase exponencial entre las 4 vy 10 hrs
utilizando papel Filtro tratado como fuente de carbonog
mientras gue empleando CMOC mosted tener wn tiempo de
duplicacidn (he)  digual a A.52 Hrs. vy o una valooidad

1 CFiouwra, 4).

pspeclfica de crecimiento (W digual a 0.107 ko

Ern la figura 9 se muestra la comparacidn de la cinética
de crecimiento de las cuatro especies, cuando Ffus  ubilizado
papel como  Fusnte de carbonoy donde se  observa que O
e loateddiiForme muestra el mayor ndmero de  bacterias  por
mililitro. Mientras que en la fFigura 6é&, se encusntra
representade &l comportamiento en el corecimiento de las
puatro especies, cuando fue empleada (CMO) como  fuente de
carbono, observandose gue & rusinantiuvm presenta el  mayor
niimero de bacterias por mililitro.

F1 0 andlisis realizado al papel Filtro para obtensr el
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contenido de celulosa arroid un 7o, 36U,

Mediante el tratamiento aplicado al papel Ffiltro, se
phtuvo  una reduccion en el tiempo de  incubacidn.  Mientras
que las prusbas de actividad enzimatica raalizadas para cada
una  de las especies arrojan un aumento en  dicha activicad

fue

o se enpled el papel Filtro tratado, estc
confirmado mediante  la pruebs bt ode student corn oun E% de
confiabilidad (tabla T .

El rendimiento porcentual de transformacion global de
celulosa & glucosa se muestran en la tabla I1I, donde las
eampre Les et an divididas [t PR O T T E
correspondiendo el (1) a la especie cultivada en papel
£iltro tratado. Mientras que el (II) representa a las
pepecies que Fueron cultivadas utilizando como  fuente cle
carbonog carbodinetiloelulosa (OMCY, durante la Fase
logarltmica o auponancial e cracimiento. Hae i enco
referencia al mfmero de  bacterias por mililitro, dato
ahtenido mediante la técnica de cuenta viable por placa.  En
cloriele Sty i um upad sl Il v Clostridiam
et d i d Foveme auestran el rendimiento porcentual mayor oon
diferencia en el mmero de bacterias por mililitro;  siendo

Eeoruminantiom significativamants mas eﬁec%ivmy e omedio 98,5
conteniendo papel como substrato. FPor otro lado, tenemos que
et medio 9.5 con CMO como euhstrato &, rumisand ius v
Lachnospira  meltiparis arrojan el rendimiento porcantual

May o con  difersncia en el ndmero de bacterias por



Tabla I

T.—fctividad Enziméatice detectadas en los tloss
G LA tles gsubstrato  en Lave especies
considaradas, mostrando e] andlisis con t ode
atudent & un nivel de 5% de significancia,

MOMERE

DE LA

L S
R BTN

Clemtrdodiu
Eubaoderium ruminarnd iam
Lachmenivae multiparis

vctividad en 1 oml de exbtracto
feneimatico & 45°0 por 5 min.

Hers ¥ fj
;~"vf

mq/lun glucosa

papal papel
tratado no btratado

zugun
tostudent

carre o e i et FLm .87 0, 08 Mo rechazadea

m clostridiiforms .43 U“;q Mo rechazada
123 1.032 Ho rechazada
1a%94 1 a2 Mo rechazada




Tabla

menbe e e
papecsia

S lenomoras
thaoterium
Abveebier ium
Closteidiam
Clostricdium
Loachnespiea
Laohnospica

(D] Eopecie cultivada en
Eapacie cultivada en

(I

L.

Fumd rant ium (1)
Fumd nant ium (1T
Fumd rantium (1)
ruminantium (11D
clostridiiformae (1)
clostridiiformes
muiltiparis (1)
mult dparis (11D

@ o nEne ial

cendimiento porcentual
arvoiado por cada una de

cles celulosa A

g lucosa

las especies, durants

e crecimiento.

1a lucoss

carhborimetiicelulosa

rendinientc

%l # BHactml

By, 14 1. 41107
6. B4 e Tl

b Ao oY
55, &4
56, &4
45,12
45,12

1= ey e
S2s Gan

(CHMEY .



mililitros donds L. multiparis @5 Mas mfechiva en ocdanto a
1a  produccion de miligramos porcianto de glucosa, con o una
zmnFiabilidad del 95% segin  la prusba de t de student.

Er la tabla IV, se encuentra exprasado al rendimiernito

porcentual  de transformacion global de calulosa a gluco

giguiendo  1a misma nomenclaburea, Con 1a diferencia de gue

g prushas e realizaron durante la fase metacionaria de
crecimiento para cada una de las sspecies. Donde B 3 e riimiaraE
ruminantium y Clostridium oot d dd i Forme muestran @l mayor
porcentaje de rendimiento siendo ﬁigniFicativam@nte méas
etectivo an esta fase 5. Fumipantiume Mientras (que en meclio
98,5 con CMO como substrato las cuabro especies muas i an
LT e Levado porcentaje de randimlento, 0T eamlrEr oy
considerandn @l ndmerao de hacterias por mililitro es &
ruminantivm la mas efectiva an la produccidnm de mi Ligramnos

porciento de glucosa con un pEYv de confiabilidad.



”ﬁwmﬁcién
oo las
cles

Tabla IV.—- Rendimiento porcentual global de
de celulosae a glucosa, para
popacies  durante ls Fase
crecimianto.

nombinre de la glucosa  rendimiento
: ey /100 ) # Bact/ml

) e o

sl enomnonas cumninantium (D) i W G
lenomeonas ruminantiuam (1D 18] 704 L7
Eubacterium runinantivm (1) 1v] 475, 85
Fubacteriuvm ruminantium (IID7 & idve 14 1“$qMA
Clostridiwn clostridiiforme (1) &0 b PO 1 e dn A8
Clostridiwn glostridiiforne (117 A4 Sda 14 1w Dl
Lachnospiva multiparis (1) b 49,12 E,DHIDi
L.achnospiea mul%lpari& (15 & T 1.9%107
{1y Eap
(1T B

slutlosa (CMO) .

|



YI.— DISCUSION.

La dieminucidn en el tiempo de incubacidn debida  al
tratamiento Flsico realizado a la fuente de carbono (papel
£iltro  whatman Neo.1) concuerda con lo realizado por Han oy
Callihan (1974), Kosaric et al., (1980) y Teather vy Wood
(1982 quienss afirman gue el pretratamiento es imporbante
debida  a que aumenta la digestidn de celulosa, ya gue la

degradaciédn microbial sobre substratos celuldsicos  depende

F331

fuertenente de la naturaleza del substrato, por lo que el

cracimiento de los microorganismos sobre celulosa nativa es

3

deraso, amientras gque  sobre celulosa desnatuwral izada o
prétratada es abundante. For otra parte tenemos que Varel vy
Jurmg  (1984), utilizaron el mismo asubstrato obteniendo  un
tiempo de incubacidn similar al reportado en wmate brabajo.
La  habilitacidn del medio de cultiveo mediante la
utilizacion de dos etapas, fue debido a gue el nedio

.

celulosa  de Hungate (1968) es considerado como un medio tle

cultivo basico para 81 crecimiento vy cultivo de bacteri

A ruminales, segint Hungate (19690, Bryant

cealulolitic
(1972) vy Stack y Cotta (19862, guienes utilizan mate  medio
de cultive con pequefas variacionss. Por otro lado  tenemos
gue el medio 8.5 de Bryant y Robinson (1961, Fus ubilizado
O U medin wapecifico por Oshio et al, (1987) reportando
un biempo de incubacion de 15 dlas a e g

15

B alelamiento [ identificacidn cle hacte

coluloliticas . ruminales @ Dases A caracteristicas

— 4R -



coloniales, btincidn Gram, tincidn de esporas vy  prusbas
biogulimicas coincide con 1o realizado por Oshio et al,
£19267)  guien logrd adislar 29 colonias mediants las  mismas
téacnicas. Miesnhras CpLLe Salkauchi Y Mol no (19281
caracterizaron 24 grupos de bacterias ruminales wbtilizando
caracterlsticas morfoldgicas, tincidn Gram, apariencia v
tamafo. For otra parte tensmos que Ogimoto &  Imai, (1980
realizaron un Atlas de Microbiologla del Rumen empleando
prusbas  biogulmicas, caracteristicas morfoldgicas, tamafio,
V@ac&iﬁn al GBram, tincidn de ssporas, entre otras. Logrando

identificar 20 sspecies de las cuales 18 son celuloliticas &

coelobiollticas.

Las especies identificades como bacterias celuloliticas
ruminales, fuevorns Selesoscrss i oant fom, O Rl T
e dost e d dd d Fonme, Snbacteriue rusinantiom v Loachnosn i e

mudtiparis. la predominancia de 5 rusinantium en las

aisladas se debe a que esta especie es abundante en  ganado
alimentado con dieta de alimento concentrado (Hungate, 19643
Oshio et al., 1987), lo cual coincide con lo reportado en
eate trabajo, va gus las muestras btomadas Fueron a partir de
contenido rumingl alismentade con concentrados alimenbicios,
Las  ocuatro especies alsladas g identificacdas disron
positiva  la prueba del rojo congo, la cual  demueshra  la
actividad celulollitica de dichas especies (Teather y  Wood,
1282, ademnie de la  confirmacidn tle la activicdac

celulolidics

par e observacidn de la pérdida vigible de




calulosa (papel macerado) & medida ogue  aumentaba il

crecimiento, coincidiendo con los criterios de Hungate et

aly (1964)y Kistner v Gouws, (1944)y Oshio et al,

Sim  embargo, varios antores ocono Bryant, (1981 ) g

(1964) v Ogimoto e Inai, (1980) reportan a Seles

(1987 .

Hungate,

P R

sl el e, et ddium o d et d ofd 3 Foneane Erpbame e Fum

pouimd vt § s % Log P i ra malbiparis [fwdyilw

EERIEC L

celobicliticas v no celuloliticas. Mientras gue Minato el

alay (1966 v Hespell et al., CLRE7) reportan

Fradim d v et a COmo urna  esspecie  celulolitica v

Frmd ek fum como una bacteria no celulolitica pero
cracer  sobre substratos celuldsicos v degradarlos.
gue  existe una discrepancia entre los diferentes

seecho & la actividad celulolitica de  estas

capar e

I &n

& 5

Far 1o

mapse ies,

a la cingtica de crecimiento de cada wuna

f&lz) las bacterias  celuloliticas ruminales alsladas &

identificadas, tenemos  gue:  Marounsk vy Wallace
reportan  una  velocidad sspeclfica de crecimiento

G.4% R para & ruminantios utilizando el medio de

o

19847,
{u) de,

Hungate

modifFicads, lo cual difiere con lo reportado en este trabaljo

para e

ta especie. Esto se puede deber a gque el corecimiento

microbhial  depende del tipo de medio de ocultive wtilizado,

as i comer e la  Fuente de  carbono,  pi, tempaeratura,

salinidad v viscocidad principalmente (Monod, 19493
1971, For lo gue el comportamiernto de las cuatro

raportadas se puede atribuir a factores como el des

Clarke,

ENEIEC LGS

S E TS ries



nutrientes, acumulacidn de productos toOxicos v cambios en el
pH:  va que el metabolismo anaerdbico de carbohidratos  dan
como  resultado un complejo de productos aAcidos v neutros
dependiendo  del organismo, por lo guse son pH o dependientes
(Monad, 19493 Munro, 19703 Rodielguesz vy Volfovd, 1984).

De esta manera es posible explicar, el descenso abrupto

a@n  las poblaciones de cada una de lag  especi raportadas
CRignara, 1, 2y 3 v 4y, debido a la concentracion  de
substancias gue se encusntran en el medio v gue actdan  comno
inhibidoras  del metabolismo, aunando a esto el descenso  &n
al pH  segin Minato v Subo, {1981), procducido por los

productos  de  desecho gque en su mayorla son  Acidos grasos

vorldtiles comno Ac. acética, Fdrmico, Lactico, butirico,

valérico, entre otros 2ot (Hungate, 19443 Patton, 1949),

provocandao lisis celular v liberando & su vez proteinas  gue

Funcionan  como  anortiguadores de pH permitiendo  de esta
'

manara el restablecimiento de las poblacionss las cuales no

alcanzan los niveles inlciales debido a gue las condicionss

del medic de cultivo no son las mismas; existiendo un  pH

i

e
¥

diferante el cual no es dptimo para el crecimiento, ademd

it

ge  la presencia de los productos Finales de desecho  anbase

U

mancionados que dnhiben el crecimiento. Begin los criterios

de  Magafa — Flaza y Rulz - Herrera, (1247)3; Munvo, (19700

Willett, (1972): Morvis, (1979) y Russell, (1987).
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COMCLUSIOCN.

i de cultivo para  bacterias

S logrd habilitar el me
gelulollticas ruminales wbilizando dos tipos de medios
fe cultivos @l medio de Hungate v el medio 98.35.

Bl omedio 8.5 Ffud al mnds efectivo.

El pretratamiento efectuado  al  substrato wtilizac
Facilitd la degradacidn de celulosa.
Las condicioness favorables de cultivo para  las  cuatro

EEpecles Fuerong  wbilizar madio 9805, [ 7 v

Penperatura de 40°0,

. We obbtuvisron 246 aislamientos con scbividad celulolitics

b

P

premcecdentes del rumen  de  ganado bovino cles las
it les @l BOY aprosimadamente Fusron ddentificadas,
L.as cuatro especiss identificadas fueron: Selenomonas
uminantivm, Clostridivn clostridiiforme, Eubacterium
i naet fum v Lachnospdea malddpar i

Es el primer veporte acerca de la cingtica da
crecimiento para sstas cuatro especles.

De acuerds a la biblicgrafia consultada, esta es  la

primera  evaluacidn sobre la actividad celulolitica de

eatas sspeclas.

i

S, ruminamptius Fue la mas abundante en cuanto a  cepa

aleladas.

Ere medio 98.5% ubtilizando papel Filtro tratado como
aubstrato 1a popecie  mas  eflcas €1 cuarbo #

s FLooruminant ime

Frarcdimiento e

i

é\



Lie En medico 928,59 utilizando  ecarbosximetileelulosa (M

come aubstrato  la

pecie mds eficazr en  ouanto

F3

rendimniento porcentual Fuey Dachrnospdra maltiparis.




Debido & la escases de bibliografia, se recomienda

raallzar @

tudios  sobre  la i

iologia  de estas o
g s, para  verificar el comportamisento  de Bt s,
utilizando cultivos continoos para cada especie, mediante el
control  estricto de pH,  temperatura,  nobtrientes,  entre
chros, v obtengr la difersncia en el rendimiento porcenbual
der bransformacidn de celulosa a glucosa en cada una de  las

sepecies cuando se wbtilize un sistema batoh v owuno corblnuo.

Est

ablecsr Wun e el cual s compare @l

comportamisnto  de la cingtica de crecimiento, asl  como la
actividad celulolitica de las cwatro sspecies reportadas con
cepas puras provenientes de wuna coleccion cientifica, con la
Finalidad de corroborar el comportamiento v el rendimisnto
cdier las especies reportadas.

Fealizar ensayos conparativos wtilizando diferentes
tipos de  papel (pariddico, ocartdn, enbtre obeos) CIEHN

aubstrato.
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SFEMDICES.

AFPERMDICE I.- Mz=dio C2lulosa de Hungate (1F44).

&l

bad

FHAFO, 0, 02
e HF O 4 .03
Mty | 0,01y
Calils 0.0l
Mall LT
(NH ) =50, 0.1 g
solucidn Fesarsuring 14 .l oml
Cisteina ~ HCL.Hx0 0. D3
N G0 0.4 g
Fluido ruminal a) FOLD oml
polveo de celulosa bl A

-

fgua daestd lacs 0.0 ml

El Fluido ruminal es obtenido por Filtrado del contenddo
puminal, a partir  de ganado  alimgntado con raciones
concentradas  de alfalfa, & btravés de dos capas  de  gasa
para eliminar los sdlidos suspendidos v oes almacenado  ean
frascos  de plastico en un refrigerador a -20°C. Esto ge
descongela v se centrifuga a 25,000 g por 10 min., Justo
antes de ser agragado al medio.

El polvo de celulosa es obtenido a partir de papel

Filtro whatman MNo. 1 molido v suspendido en agua.

e
wd 7




aa

AFENDICE II.- Indicador fzul de Metilsesno parz Anasrobiosis

modificado por Smith (Bailey y Scott, 19743).

activos:

Bicarbonato de Sodio (grado comercial). 0. 4% o

B lucosa S gy
Al s Metilleno 20 mog

Fara su uso agregue 2054 om de ests mexola en un tubo

de  ensayo 16100 mm v agregue agua destilada v

solucidn i violverd dncolora  lentamenhs curante

incubacidn a FHC en medio anaerdbico.




P o
e B .7)

AFPEMDICE I1I1.- BMedio 8.5 {(Bryvant v FEobinscon, 1561}
SGolucidn Minseal T &) 7.5 ml
Solucidn Minsral TD a) FuE oml
Solucidn Besarzsuwrins 14 .l ml
fPgua Deastilada ' HO.00 ml
Agar (Bacto-agar, Difood 2.0 g
Fluddo Fuaminal b ' 4Q:G fml
GHlumosa 008 g
Celobiosa O, % o
Almiddn Soluble L0

Cistelna ~ HOL.HAO-ManS. 9HA0

T

0.5 ml

1
—r

Mam 0 Hao0 o oml
a) SOLUCIONES MIMERALES T v II
i) Solucidn Mineral T
HEHPU4 O.h g
fgua Destilada OO0 ml
it Bolucidn Mineral II
Malll 1.2 g
{NHg ) =50, 1.2 g
BHA 0, Oub g
Caliln D.12 g
Mgy« 7He0 0,25 o
figua Destilada 10,0 ml
B Ve apéndice T,
) Solucion Cistelna. Disuelva 2.0g de L-cistelna-HCL.Ho0

ern S50 oml o de agua destileday ajuste a pH 10 con MalH o &l



10%. Rapidamente agreguse 2.5 g de MaB8.9HL0 v ajus

200wl ocon agua destilada. coldogues s wn matraz, bajo

Flujo de Ne gaseoso. Esterilice a 121°0 por 10 min.

MOTA:  LLa  Fuente de carbono  (Qlucoss, celoblosa

.t

1.

almiddn solubla) Fueron sustituilidas por papesl Filtro tratado

e cantidades squivalentes.
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AFEMDICE IV.-— Técnica del Roic Congo (Teathsr vy Hood, 1982

ITrundae  con roio congo Cloodol) por cada medio de
ERltivh @ DMC,  durante 5 omin, Retivasr el O,
sy anarte  dnundar los medios de owltive con solucidn de
Nall 1M durante 15 min. Vaciar el exceso. Fosteriormente
inundsr los medios  de coltive con solucidn de  HOL O IM o v
i tar el sgoeso.

EL Fundamento de esta tdonica consistse en el cambio de
color  del RHojo Congo al ser agregado el HCi 1M torndndosas

arxgl en las zonas de hidedlisis.




AFENDICE V.-

Mexcldo PY Mo 39 (Moldeman el

Fasptorma

Teiptic

Extracto de Levadara

ugy

Solucidn Resarzurina,D. 1%

Solucidn de Sales a)

Solucidn Hemina b

~

Solucidn

o]

Vibamina Hl
Cistelna — HClnHEO o)

Mogua Destilada

&) Solucidn de Sales.

Zalile Carhicdro)

faribvi cro)

Myl

EeHF Oy

M,

NaH -y

Malll

fAgua Destilada.

E) Sglucidn de Hemina.

Diguelva 50 mg de hemina

100 ml corn agua. Agregus 1 oml

meadio de cultivo.

o) Solucisn VYitamina Ei
Solucidn para medios

vitamina Hi gy B0 oml ode stanol

8lmiddn Hidrolizado.

1977

al,

3 1

ey

ml
ml
ml

i:., "

10,0 ml

O.32 g

o
e ld

a

1000, 0 ml

@ 1 oml ajuste &

cle MalH 1Mj

de esta solucidn a 100 ml  de

cultivo. 0015 ml  de

Disolver

al 98%. Adicionar 0.02 ml ol




solucidn/ 100 ml de medio despuds de gue el medio es  hervido

de ser esterilizado. mantensre la  solucidn  de

paro  ant
vitamina Ky bhajo refrigeracion. Almacensce en botellas

ambar. Desechar despuds de un mes.




AFERMDICE VI.— Gelatina Digerida.

kad

(o)

Ta

ensayn conbtaeniends 0.6 ¢ Bacto-gelabtina

Medio Gelabinag Moo 19 (Holdeman
Faptora
Extracto de Levadura (Difoo?
Calorenoes e
Solucidn BEesarzurina, 1%
Solucidn de Sales él
fgua Dest i lada
Bolucidn Hemina k)
Vitamina Ky )
Cistelna~HCl-Hx0
Solucidn de Sales ver aﬁéndicg Ve
Mitamina Hl var apéndioe V.

Bolucidn Memina ver apéndice V.

@t

al,

- &d

1977}

100,060 ml

Lo ml

0,02 ml

Caliente, enfrie, y adicione la vitamina ¥,, hemina,

cistelna. Ajuste el pH y distribuya 8 ml en cada tubo

(Difoo).

Y
e



AFENDICE VII.—- Medio Leche (Holdeman et al, i977)

v

#

b

)

Leche Fresca 1D, O

Bolucidn Resarzurina 0. 1% 0.

Bolucidn Hemina a) .0
Vitamina Hl k) 0, 0
)owver apéndice V
) Vitamina Ky ver apéndice V.

Mezocle, ssterilice, enfrie o inocule. Prueha

roun lapso de tiempo de B dlias a 4 semanas.

Qe T

ml
il
ml

mi

pos it iva




AFPEMDICE VIII.— Froduccidn d= Indol {(Holdeman =t al, 19770
Darne de Res picada (Libre de grasa)d 0.0 g

Aopaa Deetdlada TG0 ml

Balll-l 1
Mescle carne, agua, & hidedside de sodico vy hisrva.
Erfris & tempesratura ambiente, dﬁ@ﬂﬁrte la grasa de  la
suparficie, reteniendo anbas particuwlas de carne v Filtrado.
Fara Filtrar, agregus suficiente agus destilada hasta
restaurar 1 litro del wvolumen original. & esete Filtrado

Ag e

Triptic

Extracto de Levadura F.0 g
!':'"l {1 4 E:' u (:) O
Solucidn Regsarzsurina 0. 1% G010 ml

Mervive,  eofriar, v adicionar 0.5 g de cistelna - HOL,

10.0 ml de solucidn de hemina v 0.2 ml de vit Fye Ajuste el
pH.,  Distribuir 7 ml en los tubos conteniendo particulas  de
carns (uee una parte de partlouwlas de carne a cuatrao & cinco
partes de Lioguwidod.

Feactivos:

Foactivo de Ehvlichs Disolver & ¢ de p-dimetil-amino-
henzaldehido en 190 )l de alcohol etilico al 95% v agregus
40wl de HOL concertrado.

A 2wl de medio, agregue I ml de zileno, agite bisn,

y

nere alrededor de 2 omine Lentemente adicions 0.5 ml e 1

stivo de BEhrlich por el lado interior del tubo. Un anillo



rosa dentro de los primeros o 15 min ircdios reaaceion

positiva. Un andllo amarillo dincdics reacoidn negativa.




AFENMDICE IX.- Froduccidn de HaB.

Medico Mo.28 (Moldeman et al
Medio SIM deshidratado
Extracto de Levadura (Difoo)
Solucidn Resarzuarina, 1A
Solucidrn de Sales al

Agua Destilada

Sorlucidn Hemina b

Vitamina ky )

Cistelna — HOL.HS0

@) Boluoidn de Sales. ver apéndice V.

s 19773,

By Bolucidn MHemina. wver apdndice V.

e) Vitamina Fy. ver apéndice Y.

ce la incubacidng

Diemaipog

produccidn de H-S.

el color

LI
0.1 ml
=0,0 0 ml
20,0 ml

Lo ml

0. 0% g

negro dndica

&8 -

la




£
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AFENDICE X.- Reduccién de Mitratoc. (Holdeman et al, 1977).
Feoconstituya el Medio  Indol-Nitrato (BRLY  como 1o

Fica el envase, calisnbe, enfrie, v agregus 1 ml de

solucion hemina v 0.02 ml de vitamina Ky por cada 100 ml de
medio. Asegure gue los tubos se encuentran libres de O,
Foeactivos.

Solucidn Iz Disuelva 1.6 g de dcido sulfanilico en 200 ml

ol Acido  ac S lagregus 54,8 ml de dcido  acético
glacial a 142 ml de agua destilada.

Solucidn ITl: Agregue 1.2 ml de dimgbil-l-naftilamina & 100

At ileo BN

ml de &oido ac
Goregue L oml ode solucion Ty 005 ol de solucidon 11 al
medio de cowltivo. El color rojo es positivo (nitrato

presente. i el color no aparece de 2 a 5 min aclhiciones

unos  granos de zinc. Bl color rojo (despuds de  agregar el

anttde e

zing) la reaccidn es negativa. 51 no hay color {de

agregar el zing) la reaccidn es completa.




iy

;

AFEMDICE XI.- Voges Froskauver {azcetilmetil—-carbinoil.

»

Feptona-Zubracto de Levadura-Glucosa Medio (PYE)

(Mol deman et al, 1977).
Feapbora O.5 o

Trdpt doaan (BEL) QL5 g

Extracto de Levaduras (Difeo) (P B

Bolucidn REesarzurina, 1% D.1 ml
Bolucidn de Bales a) Ao ml

Solucidn Hemina b)) 1.0 ml

Vitamina H1 o) 0,02 ml

FAS

Cistelna-HC1-Hn0 0,05 ¢
figua Destillada LOO. O ml

al  owver apéndice V.

) ser apércld
o) owver apéndice V.
Foactivos.
Soilucidn I: Disolver O g l-naftol en 100 ml de alocochol
etllico al 8%,

Solucidn II: EQOH 80,0 g

Creatd

Duds 1
fropas Deatd Lacs B0, 0 ml
A 1 ml de medio de cultivo PYG de 2 dlas de  incubacidn
adicionar O.é4 ml de acetilmetil-carbinol {(sclucidn 1) v 0.2
ml  de  smolucidn T, Mescle bDien. Deje reposar  los tubos

agitando ocasionalmente por 20 min. La reaccidn positiva og

la aparicidon de un color rojo.




o}
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AFENDICE XII.— Catalasa.

Medio (EY®M) agar. (Holdeman et al, 1977).

Tripticass L A R
MankF0, 2.5 g
Malll L.y g

Mgﬁﬂ4u i 0.1 ml

%

Blunmosa it
Sy Er 3,0 g

Aguia Deat i Lads SO0, 0 ml

pH 7L

Esterilizar a&n avtoclave 121°0 por 19 min.  Enfriar  a

HD0, adicionar 1 ovema de huevo, mezolar, VADLAP &N caias.
! Y ; s Y

Este madio no es preveducido. Puesds ser almacenado &n jarras

anagrdbicas si es wsado 4 b despuds de sy preparacidn.

ronga crecimiento en medio EYA en placa al aire por
200 min. Agregue 1 & 2 gotas de HaO..  La produccidn  de

burbujas es reacclodn positiva.




AFENDICE XIII.- Tincién Gram. {(Bryant et al., 1252).

e esteriliza el ass se entria sobre la superficie del

agar, e toma la muestra. Se disesmina en el portaobjetos, s

s  seca al aire v se fija al fuego sin calentar demasiado.
Be agrega cristal violeta al 1% inundando la superficie del

portachieto por 1 min. Se lava con agua corriente. Se

adiciona iodo-gram¥ por 1 min. vy se lava guitandn el

srcedente con agua de la llave. Posteriormente se lava con

aloohol  durante 20 seg, se seca al aire vy se agrega

safrarnina  al 0.2%, lavando el excedente con agua comfin.  Se
observa con el microscopio con el objetivo 100,
¥lodo-gram: Disuelva 1.0 g de vodo vy 2.0 g de voduro des

potazio en 300 ml de agua destilada.




AFENDRICE XIV. Tincidn de Esporas. {Brvant et a2l., 1%42).

la hincidn de esporss  con la  siguiesnte

e real
béonicas
Dulbwrir  la Fijacion previamasnte realizada  con garbol-

Fucsina v calentar hasta enisiones de vapores por 5 min.

Lavar ocon agua comin. He decolora con alecohol dcido por 3

wseg oy ose  lava  con agua de la llave inmediatamnsnte.,

:

il de metileno Loeffler durante

Fosteriormente se tifle con

& oseg. Be lava oon agua de la llave v se observe con aceite

de dnmersddin.




AFENDICE ¥V.— Técnica de la Antrona {(Scheinfinger y Woling
19730,

Frevia digestidn (medio de cultivald, toma la musstra

(1 ml) v ose afora a 50 ml. De esta solucidn se toma 1 oml vy
we  hace una solucidn Ffinal 1050, Se toman 2 ml de la
solucion  Final en un tubo de ensayo vy en bafio de agua  fria

sme adicionan 10 ml  de antrona dilwida al 2% san acido

sulFirico concentrado mezclando perfectamentea.

La solucidn se somete a un bafo de agua caliente por 15
min v las muestras va frias se leen en un  espectrofotidmetro
a R0 onm de longdtud,

Fara conocer la cantidad de glucosa en relacidn con la

absorbancia se realizd una curva patrdn, donde se graticd

absorbancia contra concentracidn de glucosa en mg 4 (Figura,
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AFENDICE XVI.— Determinacidn de Celulosa {(Enrigue=z, 1977).
Fresmar Gul a 002 g de muesstra (prebtratada) en wun bobo de
rosca. Adicionar 3 oml del reactivo HNO-w/acido acetica (15 ml

clee HNO- agr 180 ml de acido acébico al 80% p/vdy agregar

oml homogendzar v adicionar los 2 restantes, remszolandola.
Colocar  los tubos con tapdn an bafo de agua  hicviendo

clurarte 30 miv, proocwrando oues el nivel del agus ses dgual s

la del tubo. Posteriormente filtrar al vaclo con kitasato v
Filtro  poro "CT, arvastrando btodo el material del tabo oon
ayviuda de aoua destilada,

Adicionar 10 ml de HaBl, al &74 v/v vy dejar reposar
durante 1 hora, sin succionar. Tomae 1 oml del  Filtrado vy
i luir & 100 ml v determinar axicares totales por sl acétodo
e ﬂuhmiﬁ. Fara obtensr los resultados arrojados  por sl
e Laento & realizd  wna  curva NECR W wE whilizando
metiloelolosa,  la cuwal @ se wbilizd en mg.  en diferentes

chi lueioness (Figura, 8.

MOTE:  La téonica para determinsr azdcares totales  fue

gustituida, tarnto para la determinacion de celulosa como  para

la gurva patedn por la téonica de antrona. |
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AFENDICE XVII.-Determinacidon de fActividad Enzimitica.
{Enriquez, 1977).
Bao wbiliza wuna tiva de papel whabtman Mool de Ixd om
anrol lado por cada tubo (en tobtal son @ mds un testigo), al

cual se le adiciona 1 oml de TRIB-HOL 2M pH 7.2, ademds se le

o ensimatico (medio de cultivo

agrecga 1 oml de sxiea
incculado e dncobado) o Be dncaba en bafo Marla a 45°0C por 5
.

Foshar dormsnta E inactiva la activided enzimdbica
acicionando 1 ml de ¥acido dimitrosalisilico (DNSY, poniendo
e nuevo en bafio Marla en ebullicidn por 9 min,  para el
desarrollo  del color. Finalmente se  realizs uns dilucidn

agragando 10 ml de HeO

stilada a cada tubo v se  leen &
| Xood el g oy pus I I TP, g ) o - P - e o Foq g sen gise o athe g — phet gost o gies on ea gosn sose
HEG O nm. HMaciendo  cwrwvas de calibracidn con gluocossa con
anterioridad (Figura, 9.

ctiveo adcido dinitrosalicilico (DNS)

fgua Destil lada TAEE. O ml

Ac, HySedinitrosalicilico 1o.é o

NaCiH ' 19.8 g
Dimolver, lusgo afadie:

Tartrato Doble de Na v K EOEHLD g

Ferol  (Fundie a S0°0) Fudh o oml
me-bdsulFito de NMa : Bl oo

Titwlar % ml de la moesstra con MO O0IN wbilizando

Fenoftaleins comno indicedor. Debs tomar de U a & ml de HOL.

MOTS:  La muestra problems Fue btratado bajo @l mismo
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