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GLOSARIO

Biomoléculas

Son moléculas organicas importantes para la supervivencia de las células vivas, ya que
desencadenan reacciones bioquimicas esenciales; y se pueden clasificar en
macromoléculas como proteinas, carbohidratos, &acidos nucleicos y enzimas; y
micromoléculas como aminoacidos, vitaminas, acidos grasos, neurotransmisores y

hormonas (Kumar, Narnoliya y Alok, 2019; Suresh ef al., 2019).

Polimero

Sustancia natural o sintética que consta de macromoléculas compuestas de subunidades
repetitivas vinculadas, llamadas monomeros. Los polimeros organicos juegan un papel
crucial en los seres vivos, proporcionando materiales estructurales basicos y participando
en procesos vitales; como las partes solidas de las plantas compuestas por polimeros como

celulosa, lignina y varias resinas (Encyclopedia Britannica, 2023).

Carboximetilcelulosa

Derivado de la celulosa que contiene grupos carboximetilo, es soluble en agua, renovable,
biodegradable, no toxico y susceptible a la actividad hidrolitica de celulasas siendo un

aditivo util para detectarla (McDonald, Rooks y McCarthy, 2012; Noreen et al., 2020).

Hidrolisis enzimatica

Proceso de digestion en el que macromoléculas se dividen en compuestos mas simples

por la adicion enzimética en medio acuoso (Yin ef al., 2012).

Microorganismos coprofilos

Microorganismos que crecen o viven en el estiércol (Collins English Dictionary, 2019).
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RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue caracterizar bacterias con actividad
celulolitica aisladas del liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno de Cajamarca, Peru.
Para ello, se tomaron muestras de liquido ruminal y estiércol en forma aleatoria de cinco
vacunos adultos beneficiados en el Camal Municipal de Cajamarca, las cuales fueron
transportadas al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca
para su procesamiento y analisis. Todas las muestras se homogenizaron y diluyeron en
serie, incubando las diluciones de liquido ruminal a 38 °C durante 1 hora y las de estiércol
a 37 °C durante 20 minutos; luego de este tiempo, se inocularon en placas que contenian
medio minimo suplementado con 1% de CMC, las cuales se incubaron durante 48 horas
a 38 °C las placas de liquido ruminal y a 37 °C las de estiércol. La capacidad de las
bacterias para producir celulasas se evidencid por la formacion de un halo de hidrdlisis,
obteniéndose un total de 11 aislamientos bacterianos que mostraron zonas de hidrolisis
mayores e iguales a 3 mm de diametro, los cuales fueron caracterizados a través de la
observacion de sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas, bioquimicas y
moleculares a través de la amplificacion del gen 16S ARNr y su secuenciacion en
Macrogen - Chile. Ademas, se cuantifico su actividad celulolitica utilizando 4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Los resultados mostraron que todas las bacterias procedentes de
liquido ruminal pertenecen al género Bacillus y los aislamientos procedentes de estiércol
pertenecen a los géneros Escherichia y Pantoea, observandose que la actividad
celulolitica de los aislamientos de liquido ruminal fue significativamente mayor (p < 0,05)
a la actividad celulolitica de los aislamientos de estiércol, y que la mayor actividad
enzimadtica de las bacterias ruminales y de estiércol correspondieron a los cédigos LR3E
del género Bacillus con 2.1643 £+ 0.0488 U/mL y E4H del género Pantoea con 0.3975 +

0.0157, respectivamente. Concluyendo que las bacterias celuloliticas aisladas del liquido

XVi



ruminal pertenecientes al género Bacillus son mas eficientes en la degradacion de celulosa

y produccion de celulasas.

Palabras clave: celulasas, bacterias celuloliticas, ganado vacuno, Bacillus, Escherichia,

Pantoea
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ABSTRACT
The objective of this research was to characterize bacteria with cellulolytic activity
isolated from ruminal fluid and manure of cattle from Cajamarca, Peru. To do this,
samples of ruminal fluid and manure were taken randomly from five benefited adult cattle
in the Camal Municipal de Cajamarca, which were transported to the Microbiology
Laboratory of the National University of Cajamarca for processing and analysis. All the
samples were homogenized and diluted in serie, incubating the ruminal fluid dilutions at
38 °C for 1 hour and those of manure at 37 °C for 20 minutes; after this time, plates
containing minimal medium supplemented with 1% CMC were inoculated, which were
incubated for 48 hours at 38 °C for the ruminal fluid plates and at 37 °C for the manure
plates. The ability of bacteria to produce cellulases was evidenced by the formation of a
hydrolysis halo, obtaining a total of 11 bacterial isolates that showed hydrolysis zones
greater and equal than 3 mm in diameter, which were characterized by observing their
characteristics macroscopic, microscopic, biochemical and molecular through the
amplification of the 16S rRNA gene and its sequencing at Macrogen - Chile. In addition,
their cellulolytic activity was quantified using 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS). The results
showed that all the bacteria from rumen fluid belong to the genus Bacillus and the isolates
from manure belong to the genera Escherichia and Pantoea, observing that the
cellulolytic activity of the rumen fluid isolates was significantly higher (p < 0.05) than
the cellulolytic activity of the manure isolates, and that the higher enzymatic activity of
the rumen and manure bacteria correspond to the codes LR3E of the genus Bacillus with
2.1643 +0.0488 U/mL and E4H of the genus Pantoea with 0.3975 + 0.0157, respectively.
Concluding that cellulolytic bacteria isolated from rumen fluid belonging to the genus

Bacillus are more efficient in the degradation of cellulose and production of cellulases.

Keywords: cellulases, cellulolytic bacteria, cattle, Bacillus, Escherichia, Pantoea
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CAPITULO |

INTRODUCCION
La celulosa es un biopolimero estructural que forma parte de las paredes celulares de las
plantas y que se encuentra en la mayoria de residuos organicos. Esta biomasa vegetal es
un recurso renovable que se utiliza a nivel nacional y mundial en diversas industrias, para
convertirla en productos de valor agregado y energia (Ministerio de Agricultura, 2009;
Garcia, 2013; Erba et al., 2020). Su degradacion se realiza mediante hidrolisis que, si bien
puede ser acida, el método enzimatico que emplea celulasas es el mas utilizado a nivel
industrial por su mayor rendimiento y reduccion de la formacion de inhibidores en la
fermentacion y la corrosion del equipo (Vieira et al., 2016). Es por ello que, en la
actualidad existe una alta demanda de celulasas en la industria textil, alimentaria,
farmacéutica y ambiental; sin embargo, los costos de produccion son altos debido a que
se utilizan sustratos puros comerciales y microorganismos con tasas de crecimiento no
muy altas; ademas de los grandes gastos que se generan para mantener la estabilidad de

las celulasas en su uso industrial (Menendez, Garcia y Rivas, 2015; Singh et al., 2019).

Actualmente se sabe que los microorganismos mas utilizados para la produccion de
celulasas son los hongos celuloliticos, pero estos poseen menor tasa de crecimiento con
respecto a las bacterias celuloliticas, de alli la importancia de explorar nuevas cepas
bacterianas que tengan alta produccion enzimética y sean capaces de consumir fuentes de
carbono poco costosas (Singh et al., 2019). Es asi que, residuos como el contenido
ruminal y estiércol generados por la ganaderia, una de las principales actividades
economicas de la region Cajamarca, representan excelentes entornos para detectar
bacterias celuloliticas procedentes de animales cuyas dietas son ricas en fibra vegetal. Sin

embargo, los estudios sobre la identificacion de bacterias celuloliticas presentes en el



liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno no estan disponibles en nuestra region y en

el resto del Peru aun son escasos (Cahuana, 2012; Carhuapoma-Delacruz et al., 2022).

Ante todo lo expuesto, el presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar bacterias con
actividad celulolitica aisladas del liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno de la
region Cajamarca; y de esta manera se obtuvo como resultado un primer registro de
bacterias productoras de celulasas aisladas de desechos de la actividad ganadera en
nuestra region, conociendo las caracteristicas morfologicas, bioquimicas y enzimaticas
de las poblaciones bacterianas degradadoras de celulosa, cultivables, que habitan el

contenido ruminal y el estiércol de bovinos en Cajamarca.

La caracterizacion de estas bacterias, constituye una base para la linea de investigacion
en produccion de celulasas por microorganismos procedentes de residuos ganaderos;
abriéndose un abanico de posibilidades para estudios posteriores en optimizacion de la
produccion enzimatica, uso de sustratos de bajo costo e incursion en el mercado de los
bioproductos y biocombustibles; que impactardn favorablemente en el desarrollo

sostenible de nuestra region.



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Diversas investigaciones estan orientadas a la caracterizacion de bacterias productoras de
celulasas tanto de contenido ruminal como de estiércol. En un estudio realizado en
Bangladesh, aislaron, identificaron y caracterizaron bioquimicamente bacterias con
actividad celulolitica de liquido ruminal de ganado vacuno sacrificado en el matadero de
Kajitula, Sylhet City Corporation, en medios suplementados con carboximetilcelulosa
(CMC); encontrando un aislamiento identificado como Pseudomona spp., con un indice
celulolitico de + 2,5 cm calculado por el diametro de la zona clara en medio solido; con
valores maximos de actividad celulolitica de 0, 21 U/mL a 37°C, 0, 053 U/mL a las 48h
y pH 7 en medio liquido, y con maxima degradacion del papel de filtro en el ensayo
enzimatico al segundo dia de incubacion. Concluyendo que, Pseudomonas es un buen
productor de la enzima celulasa extracelular pudiendo ser beneficiosa para la degradacion

de los contaminantes celulésicos del medio ambiente (Poly et al., 2022).

Una investigacion desarrollada en Indonesia tuvo como objetivo aislar e identificar
especies bacterianas celuloliticas de rumen bovino y enzimas proteoliticas del fluido de
rumen ovino, obtenidos del matadero en el area de Bandung y Bogor. En el caso de las
muestras de liquido ruminal bovino, utilizaron diluciones al décimo y cultivos aerébicos
en medio CMC para el aislamiento, tincién Gram, observacion macroscopicay el Kit API
50 CHL para la identificacion; ademas de la tincion con Rojo Congo 0, 1 % y la Prueba
de Yodo para cuantificar la actividad celulolitica. Se obtuvo como resultado trece
colonias de bacterias celuloliticas de las cuales dos, CM2 y CM5, Bacillus megaterium y
Bacillus mycoides, respectivamente, mostraron el indice celulolitico mas alto, CM2 con

un indice de 3,0 y didmetro de la zona clara de 1,20 cm, y CM5 con indice de 3,5y 1,40
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cm de zona clara. Los investigadores concluyeron que las bacterias celuloliticas aisladas
exitosamente del liquido ruminal de ganado vacuno con puntajes de 3,0 y 3,5 pertenecen
al género Bacillus; ademas, demostraron que el fluido ruminal tiene la posibilidad de ser
un biodegradador de materiales alimentarios en acuicultura, los cuales contienen altos

niveles de celulosa (Andriani y Pratiwy, 2020).

De igual manera, en un estudio ejecutado en Etiopia, aislaron e identificaron bacterias
productoras de celulasas del fluido ruminal de bovinos, ovinos y caprinos del matadero
de la ciudad de Haramaya, y evaluaron, paja de trigo, paja de sorgo y bagazo para la
produccion de celulasa, utilizando CMC como estandar. Los resultados mostraron una
potencial bacteria degradadora de celulosa aislada del fluido ruminal vacuno, HUC-4b,
identificada mediante microscopia y pruebas bioquimicas como Aeromonas spp., que
produjo las mas altas concentraciones de carboximetilcelulasa (CMCasa) y papelasa de
filtro (FPasa) con 2,31 + 0,17 U/mL y 1,50 + 0,02 U/mL respectivamente, a partir de la
fermentacion de 1% y 2% de paja de trigo, en comparacion a los aislados de rumen de
ovino y caprino que correspondian a Pseudomonas spp. Concluyeron que la fermentacion
de paja de trigo al 1% y 2% por Aeromonas puede utilizarse para una maxima produccién
de celulasa; ademas, indican la necesidad de la identificacion molecular de las especies

bacterianas aisladas y seleccionadas (Erba et al., 2020).

Investigadores de Sri Lanka aislaron una cepa bacteriana termoestable productora de
celulasa alcalina de diversas fuentes naturales, como excretas de cabra, estiércol de vaca,
suelo tropical y materia organica. Las bacterias aisladas inicialmente, fueron evaluadas
para detectar actividad celulolitica utilizando diluciones en serie y el vertido en placa de
medio con CMC, y asi continuar con su caracterizacion. El aislado bacteriano obtenido
del estiércol de vaca present6 la mayor capacidad hidrolitica de CMC, se identific6 como

Bacillus spp. de acuerdo al analisis morfoldgico, bioguimico y cultural, estrechamente
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relacionado con Bacillus cereus (GenBank nimero de acceso AF290555) en base a la
amplificacion y secuenciamiento del gen 16S ARNr, ademas el aislado mostré una
cinética de orden cero durante 20 minutos con un pH éptimo para la actividad de la
celulasa de 9,0 a 45 °C. Concluyendo que, como la celulasa de B. cereus fue estable
durante méas de una hora a 45°C y en valores alcalinos de pH, esta podria ser un buen

candidato para aplicaciones industriales (Croos, Rajendran y Ranganathan, 2019).

En Nigeria, investigadores estudiaron el potencial de las muestras de estiércol de vaca
para albergar bacterias biotecnoldgicamente relevantes capaces de producir celulasa. Para
ello, recolectaron muestras de estiércol de vaca y aserrin en recipientes utilizando una
espatula, ambos estériles, de diferentes lugares dentro del establo en la granja de la
Universidad de Calabar. Las bacterias celuloliticas fueron aisladas en medio sélido con
CMC 1% para detectar zonas de hidrolisis y siembras en caldo con CMC para evaluar la
produccion de celulasas. Los resultados revelaron que solo 5 aislados bacterianos
demostraron produccion de celulasas, todos pertenecientes al género Bacillus por sus
caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas; sin embargo, solo uno de ellos, CDS4, fue el
mas productivo, con valores de 128,52 U/mL a las 72 horas de incubacion a 30°C y pH
6,5 utilizando sacarosa y sulfato de amonio como Unicas fuentes de carbono y nitrégeno
respectivamente. De este modo, los investigadores concluyeron que la celulasa producida
por Bacillus sp. CDS4 puede tener excelentes aplicaciones en diversas industrias, como
el procesamiento de jeans y del papel; y que, un estudio de optimizacion aumentaria ain

mas la produccidon de celulasa por parte de este microorganismo (Asitok et al., 2019).

En la zona agricola de Ahmednagar en India, se aislaron, identificaron y detectaron
bacterias con alta actividad celulasa a partir de estiércol de vaca; a través de siembras en
medios de cribado con CMC, caracterizacion morfolégica y bioquimica; ademas,

optimizaron la produccion de celulasa y determinacion de su actividad especifica. Se
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detectd una especie celulolitica identificada como Bacillus spp., que produjo la maxima
cantidad de celulasa a 37 °C, pH 7 y a las 72 horas; con una actividad enzimatica dptima
a 45°C, pH 5, y durante 15 min de incubacion con CMC como sustrato; asimismo, esta
bacteria mostré el 40,03% de rendimiento con una actividad especifica de 15,31
unidades/mg después de la cromatografia de intercambio idnico. Por lo que, es necesario
mas estudios para optimizar la produccion enzimética, aumentando la productividad y

reduciendo costos (Deshmukh, Bhagat y More, 2018).

Al mismo tiempo, una investigacion en India caracterizdé nuevos aislados bacterianos
capaces de degradar eficazmente la celulosa a partir de muestras de estiércol de ganado
de Sagar. Se detectaron 10 aislamientos con actividad celulasa en medio CMC, de las
cuales seleccionaron tres para continuar con la caracterizacion mediante tincion Gram,
pruebas bioquimicas y uso de carbohidratos, y secuenciacion del gen 16S ARNTr;
encontrando que los aislados AKPCD108, AKPCD109 y AKPBD1 estaban
estrechamente relacionados con Pseudomonas, Stenotrophomonas y Serratia
marcescens, respectivamente. Sin embargo, los autores indican que es necesaria una
investigacion adicional para conocer el potencial de las cepas 0 maximizar la produccion
de celulasa y degradacion de residuos agricolas, concluyendo que el estiércol de ganado
puede ser una muy buena fuente para aislar bacterias productoras de celulasa y aplicarlas

en la hidrolisis de biomasa lignocelulésica (Vyas y Kumar, 2018).

En el Perd, recientemente investigadores aislaron y evaluaron el potencial degradador in
vitro de celulosa de las bacterias ruminales celuliticas de alpaca, ovino y vacuno, a partir
de muestras obtenidas del matadero municipal de Huancavelica, Per(. Los resultados
indicaron la presencia de las bacterias Fibrobacter succinogenes, F. succinogenes
elongata, Ruminococcus flavefaciens, R. albus, por sus caracteristicas microbioldgicas y

bioquimicas, en el liquido ruminal de todos los animales muestreados, evidenciando su
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alta capacidad de degradacion de celulosa con halos mayores a 14 mm; sin embargo, la
frecuencia de estas bacterias en el liquido ruminal vacuno es menor respecto a la alpaca
y ovino; ademas, la capacidad degradativa de cada bacteria encontrada varia respecto a
su origen, siendo las méas productoras aquellas procedentes del rumen de alpaca, en el
caso del rumen vacuno solo se encontro alta capacidad en F. succinogenes elongata con
un 50,0 %. Este hallazgo indica que los liquidos ruminales de alpaca, vacuno y ovino son
excelentes fuentes de bacterias productoras de celulasas con alta capacidad degradadora
de celulosa, y que las cepas de alpaca demostraron ser mas eficientes para aplicaciones

biotecnoldgicas (Carhuapoma-Delacruz et al., 2022).

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Celulosa

La celulosa es la biomolécula mas abundante del planeta, considerada como materia
prima renovable; este polisacarido es sintetizado principalmente por las plantas superiores
y se encuentra formando parte de una matriz compuesta por hemicelulosa, lignina y otros
componentes de la pared celular desempefiando funcion estructural y de resistencia en las
plantas, y que posee un 60% de retencién de agua, caracteristica que hace dificil su
extraccion y purificacion; sin embargo, es posible encontrarla en un estado casi puro
como en las semillas de algodon. Ademas, la celulosa también puede ser producida por
algunos hongos, algas y bacterias como Gluconacetobacter xylinus anteriormente

denominado Acetobacter xylinum (Ergun, Guo y Huebner-Keese, 2015; Brigham, 2017).

Estructuralmente, la celulosa es un polimero lineal compuesto por unidades repetitivas de
anillos de glucosa; molecularmente se compone de bloques repetidos de B-D-
glucopiranosil que estan unidos covalentemente por enlaces B-1,4-glucosidicos entre los
grupos C1-OH del extremo reductor que esta en equilibrio con la estructura del aldehido
y el grupo C4-OH en el extremo no reductor; el enlace B-1,4-glucosidico crea una
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conformacién extendida y rigida con cada anillo de glucosa a 180° del siguiente anillo
(Figura 1). Su composicion simple de miles de unidades de glucosa idénticas, forman
cadenas de glucanos, las cuales se agregan en paralelo mediante enlaces de hidrogeno
para formar laminas cristalinas de celulosa ensambladas mediante interacciones de Van
der Waals altamente compactas y completamente extendidas formando fibrillas
elementales, luego estas se ensamblan en unidades mas grandes, y forman microfibrillas,
que a su vez se empaquetan en fibras, este homopolimero de cadena lineal altamente
empaquetado es responsable de la estabilidad de la celulosa y su insolubilidad acuosa
(Ergun, Guo y Huebner-Keese, 2015; Blanco y Blanco, 2017; Brigham, 2017). Por otro
lado, posee 4 formas de estructuras cristalinas que se obtienen por tratamientos quimico-
fisicos de la celulosa nativa o forma I, que es la mas abundante y se encuentra
principalmente en las plantas. Es necesario recalcar que su peso molecular y grado de

polimerizacion dependeran de la fuente y tratamiento (Ergun, Guo y Huebner-Keese,

2015).
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Figura 1. Diagrama de un segmento de la molécula de celulosa: cada unidad de glucosa
gira 180° con respecto a la anterior, unidos mediante enlaces de hidrogeno (H) que
estabilizan la hebra (Blanco y Blanco, 2017).

Las aplicaciones de la celulosa de origen vegetal y bacteriano son diversas y dependen

del tipo de celulosa que se utilice. Se conoce que es el componente principal del papel,



asi como de los textiles hechos de algodén, lino y otras fibras vegetales. La celulosa
microcristalina se utiliza como relleno en la industria farmacéutica y alimentaria como la
carboximetilcelulosa, también puede convertirse en celofan o nitrocelulosa para su uso
fotografico y doméstico, respectivamente, asi como en pdlvora. La nanocelulosa, o
celulosa nanocristalina presenta estructuras a escala nanométrica, como fibras o cristales,
que la hacen adecuada para aplicaciones en la fotonica u optoelectronica, electrénica y

materia prima para el envasado de alimentos (Brigham, 2017).

2.2.2 Degradacion de la celulosa

La degradacion de la celulosa consiste en la hidrolisis enzimatica de los enlaces p-1,4
presentes en su estructura y que debido a su naturaleza insoluble y cristalina es necesaria
la accion sinérgica de un conjunto de enzimas del sistema enzimatico celulolitico
sintetizadas por microorganismos, denominadas celulasas, que se clasifican con base a su
actividad enziméatica como endoglucanasas, exoglucanasas (celodextrinasas o

celobiohidrolasas), y p—glucosidasas (Lakhundi, Siddiqui y Khan, 2015).

El proceso inicia con la transformacion de la celulosa insoluble o cristalina en celulosa
soluble o amorfa por accion de las exo-1,4-B-glucanasas o celobiohidrolasas, que
hidrolizan los enlaces glucosidicos de los extremos, para el caso del extremo reductor
interviene la celobiohidrolasa I, para el extremo no reductor interviene la celobiohidrolasa
I1; luego se da la transformacion de celulosa soluble en oligosacaridos y celobiosa por
accion de las endo-1,4-B-glucanasas que hidrolizan aleatoriamente los enlaces internos en
la cadena de celulosa; y finalmente la transformacion de la celobiosa en glucosa, por
accion de las B-glucosidasas que hidrolizan la celobiosa obteniéndose glucosa (Figura 2)

(Rios de Souza, Lo y Ximenes, 2016).
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Figura 2. Esquema de la hidrdlisis enzimatica de la celulosa: la endoglucanasa produce
cortes aleatorios en una posicion interna de la celulosa liberando celooligosacaridos, las
exoglucanasas o celobiohidrolasas actiian sobre los extremos de la cadena liberando
celobiosa que interacta con la B-glucosidasa para liberar glucosa (Xie et al., 2007).

2.2.3 Microorganismos productores de celulasas

Los microorganismos productores de celulasas se encuentran en diversos grupos
taxondmicos y en todo ambiente donde abunda la biomasa celul6sica, los
microorganismos aerobios generalmente secretan celulasas como moléculas
monofuncionales independientes con funciones que se complementan entre si para
generar una combinacion de enzimas sinérgicas intermoleculares, mientras que los
microorganismos anaerobios celuloliticos han desarrollado un complejo multienzimatico
de celulasas que forman un andamio de proteinas adherido a la superficie celular
denominado celulosoma (Figura 3), el cual se autoensambla mediante interaccion no

covalente, de alta afinidad, especifica de tipo y especie, entre los mddulos de cohesina
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del andamio y los modulos de dockerina asociados a enzimas celulasas pertenecientes a

la familia de las glucosido hidrolasas (Gupta, Samant y Sahu, 2012; Hobdey et al., 2015).

Enzimas

Tipo 11

Dockerina
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Cohesina
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Figura 3. Esquema del celulosoma del modelo C. thermocellum. El conjunto extracelular
multienzimatico estd unido a la pared celular a través de un mddulo similar a la homologia
de la capa superficial (SLH) de andamio de anclaje y las cohesinas y dockerinas tipo II,
el médulo de unién a celulosa (CBM3a) del andamio primario localiza al sustrato
celuldsico y las enzimas que se unen a cohesinas homdlogas (Coh) tipo | por interaccion
con dockerinas tipo | (Doc) permitiendo la degradacién de la celulosa (Yaniv et al., 2014).

Los principales grupos con capacidad productora de celulasas son los hongos
filamentosos, especialmente de los géneros Trichoderma, Aspergillus, Penicillium,
Chaetomium, Fusarium, Cladosporium, etc (Helal, 2005); las actinobacterias aerobias
como Cellulomonas fimi, Thermobifida fusca, Thermomonospora curvata y Xylanimonas
cellulosilytica, y anaerobias como Actinomycosis bovis y Cellulomonas flavigena
(Anderson et al., 2012; Saini et al., 2015); las bacterias de los géneros Clostridium y
Acetivibrio en los anaerobios, y Bacillus y Pseudomonas en los aerobios (Kuhad, Gupta
y Singh, 2011; Sadhu, 2013); y arqueas que reportan ciertos genes de celulasas como

Desulfurococcus fermentans y Thermogladius cellulolyticus (Leo et al., 2019); aungue,
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también se han descrito protozoos anaerobicos en el rumen de los animales que degradan
la celulosa como Eudiplodinium maggii (Coleman, 1978), y la produccién de celulasas
por el fruto del palto y el moho del limo, relacionadas con la maduracion de frutos y
esporas, respectivamente (Awad y Lewis, 1980; Blumes y Ennis, 1991). Los
microorganismos celuloliticos, suelen aparecer en poblaciones mixtas que comprenden
especies celuloliticas y no celuloliticas que interactdan sinérgicamente, conduciendo a la
degradacion completa de la celulosa, que finalmente se convierte en didxido de carbono
y agua en condiciones aerobicas, y en didxido de carbono, metano y agua en condiciones

anaerobicas (Beguin y Aubert, 1994; Mekonnenteto, 2021).

Las aplicaciones de las celulasas microbianas se encuentran principalmente en las
industrias textil, lavanderia y detergente como suavizantes y eliminando manchas o
exceso de tintes, en la industria del papel y pulpa, en la agricultura para mejorar el
crecimiento de cultivos y como agentes de control de enfermedades de las plantas; en
medicina se encuentra formando mezclas enzimaticas para mejorar la digestion de
alimentos fibrosos ricos en celulosa; en la industria alimentaria son utilizadas para
clarificar jugos de frutas y verduras, reducir la viscosidad de los néctares, concentrar purés
y extraer pigmentos; y en la alimentacion de animales para mejorar la digestibilidad de
los alimentos a base de cereales y aumentar los valores nutritivos para una mayor calidad

de los forrajes (Jayasekara y Ratnayake, 2019).

2.2.3.1 Determinacion de la actividad celulolitica
La actividad de la celulasa se evalGa en base a diversos métodos tradicionales en su
mayoria a través de la fermentacion de diversos sustratos. A continuacion, se describen

los métodos mas representativos y que se utilizan ampliamente.
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El método de zona clara se utiliza principalmente para la seleccién de bacterias que
producen celulasas mediante la tincion del medio de cultivo en las regiones de la placa
que no fue digerido y no estuvieron expuestas a la actividad celulolitica, mientras que las
areas expuestas a la celulasa dan halos claros alrededor de la fuente de la enzima (Jang,
Lee y Lyoo, 2007), como en el caso de las tinciones con Rojo Congo y Yodo de Gram,
que se asocian al medio carboximetilcelulosa, debido a su alta afinidad por los
polisacéridos, generando una intensa coloracion en el medio que se desvanece ante la
presencia de actividad celulolitica (Teather y Wood, 1982; Kasana et al., 2008; Ortiz

Moreno y Urbina-Vélez, 2011).

El método de corte de hilo consiste en sumergir un extremo de un fino hilo de algoddn en
un tubo de ensayo que contiene la solucién enzimatica, a temperatura y pH optimos y
agitacion constante. Por lo tanto, la actividad enzimatica se puede obtener determinando
el tiempo de corte requerido para el hilo fino de algodon (Thorig, Halperin y van

Haeringen, 1984).

El método de la pérdida de peso del papel de filtro en el que se utiliza a este como sustrato,
se lleva a cabo dentro de un tubo que contiene la solucion enzimatica, con agitacion a
temperatura y pH optimos; luego de la interaccion enzima sustrato, se realiza el secado
y la determinacion de la calidad y el peso del papel de filtro antes y después de la reaccion,

calculandose asi la actividad enzimatica (Toyama et al., 2007).

El método espectrofotométrico calcula los carbohidratos generados en la reaccion
enzimatica con agentes cromogeénicos, la absorbancia se mide con el espectrofotometro a
una longitud de onda de alrededor de 500 nm, este método reduce en gran medida el
tiempo requerido para determinar la actividad enzimética con una mayor precision

(Coleman, Studler y Naleway, 2007).
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El principio del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) se evaltia después de la hidrolisis
enzimética de la celulosa; el azlcar reductor puede reducir el nitro del &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) a amino, generando asi un color marrén rojizo para los

compuestos amino (Miller, 1959; Shuangqi et al., 2011).

2.2.4 Rumiantes

Los rumiantes son animales herbivoros que se alimentan basicamente de plantas ricas en
carbohidratos fibrosos, y la principal caracteristica que los diferencia de las especies de
estdmago simple o no rumiantes, es la posibilidad de degradar el alimento compuesto
principalmente de celulosa, hemicelulosa y pectina. Los rumiantes por tener una dieta alta
en celulosa, dependen de las poblaciones microbianas que se encuentran en su aparato
digestivo ya que producen una hidrolisis preliminar de la celulosa antes de que alcance el
intestino, para la degradacién de la misma (Grilli, 2015; Ramirez, 2017).

Los animales rumiantes pertenecen al orden Artiodactyla que es muy diverso ya que
abarca a los mamiferos de pezufia hendida. Dentro del suborden Ruminantia esta el
infraorden Pecora en el que se encuentra la familia Bovidae, a la que pertenecen los

vacunos, ovinos, caprinos (Ramirez, 2017).

2.2.4.1 Bovinos

Los bovinos son animales rumiantes mamiferos grandes, robustos, de 120 a 150 cm de
altura en promedio, y de 600 a 800 kg de peso vivo aproximadamente. EI nombre
cientifico de los bovinos (toro y vaca) es Bos primigenius taurus o Bos taurus, que fue
determinado a partir del rumiante vacuno domesticado en Europa y el Norte de Asia, fue
un grupo de bovinos domesticados provenientes de la subespecie de uro salvaje
euroasiatico llamado Bos primigenius primigenius; por otro lado, se llama Bos

primigenius indicus a 10s cebles y otras especies de bovidos domesticados descendientes
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de un tronco comun y provenientes de la subespecie de uro primitivo del Sudeste Asiatico
Ilamado Bos primigenius namadicus (Ramirez, 2017).

La poblacién de ganado bovino més abundante en Cajamarca y todo el Per( corresponde
al ganado bovino criollo, seguido de las razas Brown Swiss y Holstein. En la Region
Cajamarca, de acuerdo al Censo Nacional Agropecuario del 2012, de un total de 724 478
bovinos; el 68,61 % (497 119) corresponde al ganado criollo, el 12, 92% (93 571) al
ganado de raza Brown Swiss, el 10% (72 603) al ganado de raza Holstein, el 4,95% (35
866) a otras razas como Jersey, Simmental y Hereford; y el 2,92% de ganado cebl (INEI,
2012), siendo la base alimenticia en su mayoria los pastos cultivados (Rye Grass, alfalfa,

trébol), seguidos de pasturas naturales y residuos agricolas.

2.2.4.2 Aparato digestivo

El aparato digestivo de los rumiantes califica de manera tnica a estos animales, capaces
de utilizar de manera eficiente alimentos con alto contenido de fibra, incluidos los
forrajes. La anatomia del sistema digestivo de los rumiantes, como se muestra en la figura
4, incluye la boca, la lengua, las glandulas salivales que producen saliva para amortiguar
el pH del rumen, el eséfago, el estbmago de cuatro compartimentos llamados rumen,
reticulo, omaso y abomaso; pancreas, vesicula biliar, intestino delgado (duodeno, yeyuno
e ileon) e intestino grueso (ciego, colon y recto). Los rumiantes se alimentan tragando
gran parte de su alimento sin masticarlo lo suficiente, el es6fago funciona
bidireccionalmente, lo que les permite regurgitar su bolo alimenticio para masticar mas,

si es necesario (Parish, Rivera y Boland, 2017).
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Figura 4. Esquema del aparato digestivo de un rumiante (Grilli, 2015).

El proceso de rumia se inicia cuando el material vegetal, después de haber sido cortado,
masticado, mezclado con saliva y deglutido hacia el rumen a través del es6fago, regresa
a la boca en forma de bolo constituido por fragmentos grandes, para volver a ser
masticados y mezclados con la saliva aumentando asi la fragmentacion, este ciclo se
repite numerosas veces hasta que el alimento se reduce a particulas finas; en el proceso
el bolo pasa al reticulo en el que se retienen las porciones de mayor tamafio y se mueven
lentamente hacia el rumen para la fermentacién, mientras que gran parte de la porcién
liquida y particulas finas se mueven rapidamente al omaso donde se absorbe agua y
nutrientes, y luego al abomaso para la digestion de proteinas que se absorberan en el
intestino delgado. La porcidn sélida que queda en el rumen, junto con la parte liquida,
permanece hasta 48 horas formando una esfera densa, donde los microbios pueden usar
el material fibroso para formar precursores de energia (Parish, Rivera y Boland, 2017;

Pérez-Barberia, 2020).
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2.2.4.3 Liquido ruminal

La porcion liquida del contenido ruminal, es conocida como liquido ruminal, sus
caracteristicas fisicas corresponden al color, olor y consistencia; normalmente es de color
oliva a marrén verdoso, con un olor dulce y fermentativo resultado de la produccién de
acidos grasos volatiles por la digestion de los carbohidratos, y de consistencia ligeramente
viscosa; mientras que sus caracteristicas quimicas indican el pH que habitualmente varia
entre 6,0 y 7,5 aproximadamente, y contiene gases (CO2, CHa, N2, Oz, H>), &cidos grasos
volatiles (&cido butirico, acido acético, acido propionico, etc.), acidos organicos
ocasionalmente, aminoacidos y oligopéptidos, amoniaco y carbohidratos solubles,
compuestos quimicos obtenidos de la fermentacion del material vegetal que aporta
carbohidratos simples y complejos, proteinas, grasas y aceites, minerales y vitaminas; y
su composicion microbiolégica comprende una poblacion mixta de protozoos con
motilidad activa, archaeas, hongos, bacterias con predominio de gram negativas y
bacteridfagos; sin embargo, estas caracteristica varian de acuerdo al tipo de alimentacion
que recibe cada animal, que puede ser rica en granos, pastos, ensilajes y/o concentrados

(Corberé et al., 2004; Dervin Dean, 2015; Petrovski, 2017; Bayne y Edmondson, 2021).

2.2.4.3.1 Microorganismos ruminales

La comunidad microbiana del rumen varia con presencia de bacterias (101° -10 1! / g),
archaea metanogénicas (10 ’ -10 ° / g), protozoos ciliados (10 #-10° / g), hongos
anaerobicos (10% -10°/ g) y bacteridfagos (10°-10%° particulas / mL). Esta composicion
esta influenciada por la dieta y estado de salud del animal (Wright y Klieve, 2011). Las
bacterias constituyen la mitad de la biomasa en el rumen normal y son responsables de la
actividad metabdlica (tabla 1), al igual que los protozoos que forman entre el 20 y 40%
de la biomasa, aunque con menor contribucion por su baja actividad metabdlica. Por otro

lado, los hongos constituyen hasta el 8% de la biomasa ruminal, se ubican en la zona de
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ingesta con movimiento lento para evitar su rapido lavado y contribuyen a la digestion de

forrajes de baja calidad (Araujo y Vergara, 2007).

Se han sugerido diversos criterios para caracterizar a un microorganismo como tipico del

rumen, esto debido a la dificultad para determinar si el microorganismo es un habitante

normal o es exogeno. Por ello, para ser considerado como tipico del rumen, un

microorganismo debe ser capaz de vivir anaerobicamente con temperaturas alrededor de

39 °C pudiendo variar entre 38 °C a 42 °C y pH entre 5,8 y 7,0, tener un metabolismo

compatible con las reacciones que ocurren en el rumen, y encontrarse en nUmero no

inferior a 1 000 000/ml de contenido ruminal excluyendo a los protozoos (Grudsky y

Arias, 1983; Jouany, 1991).

Tabla 1. Caracteristicas morfométricas, funcion, fuentes de energia y productos finales

de las principales bacterias ruminales.

Medidas Algunas
Especie Morfologia | Gram M/Funcién principal| fuentes de P.rOdUCtOS
. finales**
(jum) energia*
Bacteroides Bacilar a 0,3-04 (-) / Celulolitica G,CA S AF
succinogenes cocoide ©)
x1-2
Rumlnoc_:occus Cocos ) 0.8-1 )/ Dlges_tlon G,C X A 'S F H
flavefaciens de fibra
Ruminococcus Cocos +) 0.8-2 )/ Dlges_tlon G,C, X A E FH
albus de fibra
Bacteroides Bacilar a 0,9-1,6 (-) / Amilolitica G, XA A 'S F L
amylophilus cocoide ©)
x1,6-4
Succinomonas Cocoide a ) 1,0-1,5 (+) / Amilolitica G A S
amylolitica bacilar
x2,2-3
Veillonella C 03— 0.6 (-) / Fermentadora L A P, H
alcalescons 0c0s ©) wT de lactato
Methanobacterium i -) / Produccion CO2, Hy, F, CH
_ : Bacilos @ 107-08a18 ) 2, M2 4
ruminantium curvados de metano
AGV
Anaerovibrio 0,4 +) / Lipolitica Gly, F
vooliti Bacilos - ’ (1)/Lip ¥
ypolitica
x1,2-3.6
Peptostreptococcus (-) / Fermentadora G, L, Gly A /P, B H
elsdenii Cocos ©) 12-24 de lactato CO:
Clostrldu_J_m Bacilos +) 0,7-1,7 (-) / Celulolitica G,CA
lochheadii
X 2,6
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Lachnospira Bacilos ) 0,4-0,6 (+) / Digieren G, A, AE F L,
multiparus curvados - pectina (PECTINA) H2, CO2
X -
Cilliobacterium Cocoide a ) 0,5-0,7 (+) / Celulolitica G, C
cellulosolvens bacilar -
X -
Butyrivibrio fi Bacilos ) 0,4-0,6 (+) / Amilolitico G C X A B,F, H,L,
brisolvens curvados 5.5 muy adaptable CO2
X -
Bacteroides Cocoide a 0,8-1 (-) / Muy adaptado G, X A A S F L,
ruminicola bacilar ©) 0830
x 0,8 -
Selenomona Bacilos ) 0,8-2,5 |(+)/ Muy adaptado G, A, Gly A P, L, B,
ruminantium curvados 5.7 CO2
X -
Succinivibrio Espirales ) 0,3-0,5 (-) / Fermentadoras G A S L
dextrinesolvens P Lls de dextranos
X S
Stre_ptococcus Cocos ) 0.7-009 (-) / Amilolitico G A L
bovis
Eubacterium Cocoide a N 0,4-0,7 (-) / Az(cares, xilosa G, X B,F, L
ruminantium bacilar ( 0715
X 9 - 9
Fuente: Cahuana, 2012
CLAVE:
H): Positivo (-): Negativo
M: Motilidad
*: G (glucosa); C (celulosa); X (xilosa); A (almidon); L (lactato); Gly (glicerol); F (fructosa);
AGYV (acidos grasos volatiles).
*k, A (acetato); B (butirato); P (propionato); L (Iactato); S (succinato); E (etanol); F (formiato);

H (hidrégeno).

2.2.4.4 Estiércol

El estiércol de ganado es el residuo no digerido de materia vegetal que ha pasado por el

intestino del animal e incluye agua (80%), residuos no digeridos (14,4%) vy

microorganismos (5,6%); siendo el producto de desecho del ganado doméstico como

vacas, bueyes y bufalos; yak y bufalos de agua. El pH del estiércol varia de 7,1 a 7,4;

ademas es rico en minerales que incluyen nitrégeno, fésforo, potasio, hierro, azufre,

magnesio, calcio, cobalto, manganeso, cloro; y desprendimiento del epitelio intestinal. La

porcion de materia fecal derivada del rumen mejora los componentes del estiércol al

enriquecerlo con pigmentos biliares, bacterias intestinales y moco (Behera y Ray, 2021).

2.2.4.4.1 Microorganismos del estiércol

La diversidad microbiana del estiércol comprende microorganismos coprofilos como

bacterias (Bacillus, Lactobacillus, Clostridium, Ruminococcus, Bacillus, Pseudomonas,
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Acinetobacter, Halomonas, Mycobacterium, Staphylococcus, etc.); actinomicetos
(Rhadococcus coprophillus, Micromonospora chalcae, Pseudonocardia thermophila y
Streptomyces spp.), y hongos y levaduras (Aspergillus spp., Cephalosporium spp.,
Cladosporium spp., Geotrichum spp., Monilia spp., Mucor spp., Penicillium spp.,
Rhizopus spp., Sporotrichum spp., Thamnidum spp., Candida spp., Rhodotorula spp.,
Saccharomyces spp.), esta diversidad se ve influenciada directamente por la dieta de los
animales, el ambiente y su estado de salud (Gupta, Aneja y Rana, 2016; Behera y Ray,

2021).

2.2.5 Bacterias celuloliticas ruminales

Las bacterias que degradan la celulosa en el rumen son diversas, aunque los géneros
principales son Ruminococcus, Fibrobacter, Clostridium, Butyrivibrio y Prevotella, las
mas destacadas Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus albus por su mayor capacidad
para digerir la celulosa respecto a otras bacterias celuloliticas, probablemente debido a
que poseen una serie de genes que codifican enzimas implicadas en la degradacién de
fibra. Los productos finales de la fermentacion incluyen acetato, butirato, propionato y
CO»; ademas de formar hidrégeno, etanol, acido succinico, acido férmico y acido lactico,

que son sustratos para otras bacterias (Matthews et al., 2019; Thapa et al., 2020).

2.2.6 Bacterias celuloliticas del estiércol

En el estiércol de ganado se ha informado la presencia de bacterias productoras de
celulasas de los géneros Halomonas, Bacillus, Acinetobacter, Bacteroides, y
Pseudomonas (Girija et al., 2013; Behera y Ray, 2021; Dhiman et al., 2021); y al igual
que en el liquido ruminal es posible encontrar bacterias de los géneros Ruminococcus,

Clostridium y Fibrobacter en estiércol fresco (Wong et al., 2016; Ozbayram et al., 2018).
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2.2.7 ldentificacion bacteriana

2.2.7.1 ldentificacion fenotipica

En la actualidad existen diversos métodos de identificacion bacteriana (Tabla 2), siendo
la caracterizacion fenotipica uno de los método mas utilizados; esta aplica metodos
microbioldgicos tradicionales, tales como el cultivo in vitro en placas de Petri para la
observacion macroscopica de colonias aisladas evaluando su color, tamafio, elevacion,
formay textura en medios de cultivo simples o de todo proposito, enriquecidos, selectivos

o diferenciales (Chauhan y Jindal, 2020b).

Ademas, tinciones microbiologicas simples en las que se aplica un solo colorante para la
observacién de la morfologia bacteriana, diferenciales que utilizan varios colorantes
combinados para diferenciar tipos de células de acuerdo a su composicion quimica como
la tincibn Gram que permite visualizar la morfologia y composicion de la pared
bacteriana; o selectivas para observar estructuras con una composicion quimica afin a uno
de los colorantes tifiendose selectivamente como es el caso de la tincion de Wirtz-Conklin
para reconocer esporas (Corrales Ramirez y Caycedo Lozano, 2020); y pruebas
bioquimicas que permiten conocer las caracteristicas metabdlicas tipicas de cada bacteria,
como las pruebas de coagulasa, catalasa, oxidasa, reduccion de nitrato, indol, rojo de
metilo, VVoges-Proskauer, Tres Azucares Hierro (TSI), ureasa, utilizacion de citrato,
licuefaccion de gelatina, hidrolisis del orto-Nitrofenil-p-galactosido (ONPG), hidrolisis

del almidén y movilidad (Chauhan y Jindal, 2020a).

2.2.7.2 Identificacion molecular

Por otro lado, los métodos de microbiologia molecular permiten identificar rapidamente
cepas bacterianas cultivables y dificiles de cultivar en condiciones de laboratorio.
Actualmente la identificacion bacteriana a través de la amplificacion y secuenciacion del
gen 16S ARNr se ha convertido en un método molecular estdndar, ya que este se encuentra
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altamente conservado entre las bacterias por su funcion esencial en el ensamblaje de los

ribosomas y es muy especifico para cada especie, convirtiéndolo en un objetivo ideal para

la identificacion. El método estandar implica la amplificacion por PCR del gen de 16S

ARNTr, seguida de secuenciacion y comparacion con bases de datos conocidas para su

identificacion (Franco ef al., 2019; Chauhan y Jindal, 2020a).

Tabla 2. Métodos de identificacién microbiana.

Métodos de identificacion

Medios Técnicas ) ) ) Técnicas
Técnicas bioquimicas
cromogénicos microscopicas moleculares
Medios - Microscopia | Tradicionales - PCR
tradicionales: de campo - API tiempo
Chrom ID claro - BBL Crystal real
Pseudomonas, - Microscopia - Biolog System- -  RAPD-
Bacillus cereus de campo Omnilog PCR
ChromoSelect oscuro Espectrometria de masas - RFLP,etc.
Agar, Agar - SEM - Cromatografia
Coliforme - TEM liquida y gaseosa
ChromoSelect, - ATM - MALDI-TOF
Enterococci - Microscopia | Espectrometria
ChromoSelect. invertida, - FTIR
etc. - Espectroscopia Raman

Separacion

electrocinética, etc
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1 Disefio de investigacion
La presente investigacion fue de tipo bésico, nivel descriptivo, disefio no experimental

transversal-descriptivo.

3.2 Disefio metodologico

3.2.1 Localizacion del lugar de muestreo
El Camal Municipal de Cajamarca estd ubicado en Prolongaciéon Amalia Puga N°120 de
la ciudad de Cajamarca, provincia Cajamarca, departamento Cajamarca. La

geolocalizacion corresponde a latitud 7°09'12" S y longitud 78°31'19" O.

3.2.2 Material biolégico
Estuvo constituido por cinco muestras de liquido ruminal y cinco muestras de estiércol
de ganado vacuno adulto (mayores de 2 afos) segun Sari et al. (2017), colectadas bajo

condiciones de esterilidad.

3.2.3 Recoleccion de material bioldgico

Las muestras de liquido ruminal y estiércol se tomaron en forma aleatoria de cinco
vacunos adultos beneficiados en el Camal Municipal de Cajamarca, con un tiempo post
mortem no mayor a los 15 minutos. Se recolectaron 400 g de contenido ruminal de cada
animal utilizando bolsas de primer uso, luego se exprimieron con ayuda de un colador
estéril y guantes estériles para obtener 300 mL de liquido ruminal fresco (Luna et al.,
2019) en un deposito estéril de boca amplia y se trasvasod en frascos estériles de 500 mL,
los cuales contenian previamente agua estéril a 40 °C para evitar el cambio brusco de
temperatura (Fortina et al., 2022), y fueron introducidas en una bolsa con cierre hermético

que contenia CO». Para la recoleccion de estiércol fresco se colectaron 200 g de contenido
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fecal (Rodriguez y Llenque, 2016) directamente del intestino grueso en bolsas de primer
uso. Todas las muestras fueron debidamente rotuladas (hora, fecha, lugar y co6digo),
almacenadas a 38 °C en un recipiente debidamente acondicionado con bolsas de agua
caliente para conservar la temperatura, y posteriormente transportadas al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de

Cajamarca para su procesamiento.

3.2.4 Aislamiento de bacterias de liquido ruminal y estiércol

Inicialmente, se realizd el aislamiento de bacterias con actividad celulolitica del liquido
ruminal, para ello se filtraron los 300 mL recolectados con yute y un embudo, ambos
estériles y se homogeneizaron, con movimientos circulares, las muestras. Posteriormente,
se realizaron 5 diluciones al décimo que consistieron en afiadir 1 mL de cada muestra a 9
mL de solucion salina fisioldgica. De las tres ultimas diluciones previamente incubadas
durante 1 hora a 38 °C, se realizaron siembras microbiologicas utilizando la técnica de
siembra en superficie, en medio minimo suplementado con 1% de carboximetilcelulosa
(CMC) a pH 7 (Anexo 1), incubandolas a 38 °C durante 48 horas (Das, Bhattacharya y

Murali, 2010) en jarra Gaspak para minimizar la exposicion a oxigeno.

Por otro lado, para el aislamiento de bacterias con actividad celulolitica del estiércol
fresco, se pesaron 10 g de cada muestra homogeneizada y se agregaron a 90 mL de caldo
peptona 0,1% (p/v) (Rodriguez y Llenque, 2016). Posteriormente, se realizaron 5
diluciones al décimo que consistieron en afiadir 1 mL de cada muestra a 9 mL de solucion
salina fisioldgica. De las tres tltimas diluciones previamente incubadas a 37 °C durante
20 minutos, se realizaron siembras microbioldgicas en superficie, en medio minimo
suplementado con 1% de CMC a pH 7 (Anexo 1), incubandolas a 37 °C durante 48 horas

(Das, Bhattacharya y Murali, 2010).
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Las colonias que crecieron en el medio minimo suplementado con CMC fueron

subcutilvadas sucesivamente para aislar las bacterias y asegurar la pureza del cultivo.

3.2.5 Seleccion de bacterias con actividad celulolitica.

Los aislamientos bacterianos obtenidos fueron evaluados en su capacidad degradativa de
celulosa mediante la siembra por puntura de cada bacteria por cuadruplicado en el mismo
medio de aislamiento y con el mismo pH, incubandolas a 37 — 38 °C durante 48 horas
(Das, Bhattacharya y Murali,2010). Transcurrido el tiempo de incubacion, se inundaron
las placas con una solucién de Rojo Congo al 0,1% durante 20 minutos, se elimind el
exceso, se aiiadié NaCl 1M durante 15 minutos y se retird el exceso nuevamente (Vyas y
Kumar, 2018). Los aislamientos que mostraron decoloracion del Rojo Congo en forma de
halos claros, fueron seleccionados como bacterias celuloliticas. Ademas, se obtuvo la
medida de la zona de hidrolisis alrededor de la colonia en milimetros (mm) (Apéndice 6),
mediante la resta de los didmetros de los halos y de las colonias (Teather y Wood, 1982;
Rawway, Ali y Badawy, 2018), y se tomo¢ el promedio de las 4 medidas para seleccionar
a las bacterias con mayor actividad celulolitica. Los aislamientos seleccionados se
subcultivaron en viales con agar nutritivo para continuar con su caracterizacion
microbiologica, ademas fueron conservadas en ultracongelacion a -86 °C en caldo BHI

con 20% de glicerol.

3.2.6 Caracterizacioén de los aislamientos bacterianos con actividad celulolitica

3.2.6.1 Caracterizacion morfoldgica e identificacion bioquimica

Para la caracterizacion microbioldgica, los aislamientos bacterianos fueron cultivados en
agar nutritivo y se incubaron a 37 °C durante 24 horas, transcurrido el tiempo de
incubacion se realizd la descripcion de la morfologia de las colonias bacterianas, y se
determinaron las caracteristicas microscopicas a través de las coloraciones Gram y Wirtz-
Conklin (para esporas) para observar la morfologia de las bacterias, el tipo de Gram y la
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presencia o ausencia de esporas. Ademas, los aislamientos se caracterizaron
bioquimicamente utilizando los medios diferenciales TSI, LIA, agar citrato de Simmons,
agar SIM y caldo RM-VP con incubacion a 37 °C durante 24, 48, 72 y 96 horas, para
evaluar la capacidad de fermentar azucares, decarboxilar la lisina, utilizar el citrato como
unica fuente de carbono, evidenciar movilidad y metabolizacion del triptofano, y las vias

de degradacion de la glucosa respectivamente (Procop et al., 2017).

3.2.6.2 ldentificacion molecular

3.2.6.2.1 Extraccion de ADN mediante shock térmico

El ADN genémico fue extraido de cada aislamiento bacteriano previamente cultivado en
agar nutritivo durante 24 horas, utilizando el método de shock térmico. En un microtubo
de 1,5 mL (estéril y de primer uso) se adicionaron 100 pL de agua grado molecular (agua
ultra pura, desionizada, libre de nucleasas y proteasas) y se incorporaron colonias hasta
obtener la ligera turbidez del agua grado molecular, y se selld. Para realizar el shock
térmico, los microtubos de los aislamientos correspondientes a liquido ruminal fueron
colocados en agua hirviendo durante 30 minutos, y posteriormente fueron congelados a -
20 °C durante 30 minutos; y los microtubos de los aislamientos de estiércol fueron
colocados en agua hirviendo durante 20 minutos y congelados a -20 °C durante 15
minutos, todos los aislamientos fueron centrifugados a 13 500 rpm por 5 minutos.
Finalmente, se tomaron 50 uL del sobrenadante de cada microtubo, se los colocd en
microtubos nuevos estériles, se sellaron con Parafilm y se los conservé a — 20 °C hasta la

evaluacion de su calidad y uso para la PCR (Guion ef al., 2008; Ribeiro et al., 2016).

3.2.6.2.2 Evaluacion de la calidad de ADN extraido
Para cuantificar y determinar la calidad del ADN extraido se utiliz6 el espectrofotdmetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Para ello, se colocd 1 pL de agua grado molecular

en el capilar del equipo con la finalidad de blanquear el equipo, luego se procedi6 con la
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medicion del ADN de cada aislamiento. Se tomaron en cuenta los valores de las ratios

260/280 y 260/230, y de la concentracion de ADN (Dar et al 2022).

3.2.6.2.3 Amplificacion del gen 16S ARNr

El ADN extraido de cada aislamiento se utilizd como molde para la amplificacion por
PCR del gen 16S ARNr, utilizando los cebadores universales: 27F (5" AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3") y el 1492R (5" GGT TAC CTT GTTACG ACT T 3") (Baltaci y

Adiguzel, 2016; Rawway, Ali y Badawy, 2018)

La PCR se realizé de acuerdo al protocolo descrito por el kit KOD Hot Start DNA
Polymerase (Toyobo - Millipore), con un volumen total de reaccion de 25 pL por muestra.
Cada mezcla contuvo 0,5 pL Buffer 10X para KOD Hot Start ADN Polimerasa, 1,5 uL
de MgSO4 25 mM, 2,5 uL de dNTPs (2 mM cada uno), 0,75 pL del cebador Forward,
0,75 pL del cebador Reverse, 0,5 uL de la KOD Hot Start ADN Polimerasa (0,5 U/uL) y
0,7 uL de cada ADN extraido, completando el volumen con agua grado molecular. Los
tubos fueron sellados y colocados en el termociclador Bio-Rad, las condiciones de PCR
fueron: activacion de la polimerasa a 95 °C por 2 min seguido de 35 - 38 ciclos de:
desnaturalizacion del templado a 95 °C por 20 s, hibridacion de los iniciadores a la
temperatura Melting mas baja de los primers (54 °C x 30 s) y extension a 70 °C por 20 s.

Finalmente, una extension final a 70 °C por 5 min.

3.2.6.2.4 Electroforesis en gel de agarosa

La deteccion de los productos de PCR se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa
en sistema horizontal. Se prepar6 agarosa al 1% con buffer TBE 0.5x, esta solucion fue
sometida a calor para disolver la agarosa, y se afiadi6 5 uL de colorante SYBR-Safe para
teflir el gen de interés. La mezcla homogenizada fue adicionada al molde de electroforesis

horizontal, se dejo gelificar y se coloco el gel en la cubeta de electroforesis horizontal
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junto con el buffer TBE 0,5x. Luego, se mezclaron 5 uL de cada producto de PCR con 1
uL de loading buffer, y se colocaron en cada carril del gel. El corrido electroforético fue
a 100 V, 500 mA, por 30 minutos. Las bandas generadas fueron observadas en un

transiluminador de luz UV (de la Mora y Sandoval Rodriguez, 2013; Hasan, 2021).

3.2.6.2.,5 Secuenciacion del gen 16S ARNr
Los productos de PCR del gen 16S ARNr de cada aislamiento fueron enviados para su

secuenciamiento mediante el método de Sanger a Macrogen (Chile).

3.2.6.2.6 Alineamiento y obtencion de secuencias consenso

Las secuencias obtenidas fueron evaluadas y editadas en el programa Chromas version
2.6.6 para obtener la secuencia consenso. Luego, mediante el andlisis con la herramienta
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990, 1997) del NCBI
(National Center for Biotechnology Information), se determino el porcentaje de similitud
con las especies bacterianas mas cercanas para cada uno de los aislamientos, y aquellas
con porcentajes de similitud mayor a 99 % a las secuencias del gen 16S ARNTr obtenidas,
fueron recuperadas de la base de datos GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Benson et al., 2013) y colocados en un archivo

multi-FASTA junto con las secuencias obtenidas en este estudio o secuencias query; todas

las secuencias se alinearon y editaron con el programa AliView (Larsson, 2014).

3.2.6.2.7 Analisis Filogenético

Se utilizé el programa bioinformatico MEGA 11 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis Version 11) (Tamura, Stecher y Kumar, 2021), el método Neighbor joining
(Saitou y Nei, 1987) y 1000 bootstrapp para establecer las relaciones filogenéticas y

construir el arbol filogenético (Dar et al., 2022).
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3.2.7 Determinacion cuantitativa de la actividad celulolitica de las bacterias

La determinacion cuantitativa se realizd mediante la deteccion de azucares reductores por
el método del Acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS). Inicialmente, se obtuvo celulasa cruda
mediante la fermentacion de 100 mL del medio descrito en el anexo 2 (Khan et al., 2011).
Se considerd como indculo para la fermentacion, una suspension bacteriana de un cultivo
joven (cultivo de 18 horas de incubacion) del aislamiento a evaluar en 5 mL de Solucién
Salina Fisiologica al 0,9% hasta que se alcanzo una concentracion de 1.5 x 10® cel/mL,
utilizando el tubo 0.5 del nefelometro de McFarland. La fermentacion se realiz6 en
matraces de 250 mL a 38 °C, pH 7 del medio y 120 rpm, y el tiempo de incubacioén varid
en base al tipo de muestra; los aislamientos provenientes de liquido ruminal se incubaron
durante 48 horas (Patel ef al., 2015; Luna et al., 2019) y los aislamientos provenientes de
estiércol se incubaron durante 96 horas (Khan et al., 2011). Se realizaron fermentaciones

por triplicado para cada aislamiento.

Por otro lado, se elabor6 una curva padrén de glucosa, que consistio en la preparacion de
una solucién inicial de glucosa grado analitico a una concentracion de 0,5 mg/mL en
Buffer Citrato 0, 05M, a partir de la cual se realizaron 11 diluciones (0, 00; 0, 05; 0, 10;
0, 15;0, 20; 0, 25; 0, 30; 0, 35; 0, 40; 0,45 y 0, 50 mg/mL), se incubaron a 37 °C durante
15 minutos, luego se afiadid 1 mL de DNS y se incubé nuevamente en agua hirviendo
durante 15 minutos; finalmente, se afiadieron 5 mL de agua destilada para alcanzar valores
dentro del limite del espectrofotometro utilizado. Las diluciones fueron analizadas a una
longitud de onda de 540 nm, y los valores de absorbancia obtenidos permitieron construir
la ecuacion de la recta, a partir de la cual se extrapolaron y confirmaron las

concentraciones de glucosa previamente establecidas (Khan ef al., 2011).

Al término de la fermentacion, se separaron fisicamente las células del medio por

centrifugacion, los fermentados de liquido ruminal se centrifugaron a 5000 rpm durante
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6 minutos a 4 °C y los de estiércol se centrifugaron a 10 000 rpm durante 7 minutos a

4 °C, el sobrenadante obtenido fue considerado como la enzima cruda.

Para el ensayo enzimatico, se tomaron 0,5 mL de enzima cruda, y se los coloc6 en un tubo
de ensayo junto con 0,5 mL de CMC 1% disuelto en Buffer Citrato 0, 05 M (pH 4,8) y 1
mL del mismo Buffer Citrato. Luego, se incubd la solucion en bafio Maria a 50 °C durante
30 minutos, al cabo de este tiempo se afiadié 1 mL de Acido Dinitrosalicilico (DNS), y
se volvio a incubar en agua hirviendo durante 15 minutos, se colocé la solucién en agua
fria para detener la reaccion y se afadieron 5 mL de agua destilada para diluir la
concentracion de DNS. Finalmente, se midio la absorbancia de cada solucién obtenida
utilizando el espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm, y aplicando la ecuacion
de la recta fue posible obtener la concentracién de azucar reductor liberado en la
hidrolisis. Se consider6 una unidad de actividad enzimatica como la cantidad de enzima
requerida para formar 1 umol de glucosa por minuto en las condiciones del ensayo (Khan
et al., 2011; Lokapirnasari et al., 2015; Erba et al., 2020), y se calcul6 a partir de la

ecuacion indicada por Ghose, 1987 (Anexo 3).

3.2.8 Analisis estadistico

Los datos fueron ingresados y procesados con el programa estadistico IBM SPSS version
25. Se determind medidas de tendencia central, dispersion de las variables cuantitativas,
la normalidad de los datos mediante los test Kolmogorov-Smirnov y Shapiro — Wilk, y
posteriormente se aplico la prueba de U de Mann-Whitney. Se trabajé con un nivel de

significancia p < 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Seleccion de bacterias con actividad celulolitica

De las 10 muestras procesadas (5 de liquido ruminal y 5 de estiércol de ganado vacuno)
se obtuvieron un total de 54 aislamientos capaces de crecer en el medio de cultivo
suplementado con 1 % de carboximetilcelulosa (CMC), de las cuales 27 corresponden a
aislamientos de liquido ruminal cultivadas en microaerobiosis y 27 aislamientos que

corresponde a estiércol cultivadas en aerobiosis.

Todas las bacterias fueron evaluadas para valorar de manera cualitativa su capacidad de
degradacion de celulosa mediante la revelacion de la zona de hidrolisis con Rojo Congo
0, 1 %. La tabla 3 y 4 muestran los aislamientos de liquido ruminal y estiércol
respectivamente, que presentaron actividad celulolitica; estos fueron agrupados en base a
la medida de la zona de hidrdlisis; si son mayores e iguales 0o menores a 3 mm de diametro,
y se utilizo el promedio de las zonas de hidrolisis como criterio de seleccion de bacterias

con mayor degradacion de celulosa.

Tabla 3. Aislamientos de liquido ruminal que expresan actividad celulolitica agrupados
en base a la medida de la zona de hidrolisis.

Cddigo de Zona de hidrdlisis * _
) ] Promedio (mm)
aislamiento (mm)

Halo de hidrdlisis celulolitico > 3 mm

LR2E 10,0
LR3A 15,7
LR3B 13,3 14,2
LR3C 16,7
LR3D 16,7
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LR3E 17,1

LR3F 16,3 14,2
LR5A 8,0
Halo de hidrolisis celulolitico < 3 mm

LR2C 2,8

LR2D 2,1

LR2F 0,6

LR2G 0,5

LR4A 2,9

LR4B 2,8

LR4C 0,9

LR4D 2,8 1,6
LR4E 1,0

LR4F 1,3

LR4G 1,8

LR4H 1,5

LR4I 24

LR5D 1,9

LRSE 1,8

*Prueba U de Mann — Whitney (p < 0,05)

Tabla 4. Aislamientos de estiércol que expresan actividad celulolitica agrupados en base
a la medida de la zona de hidrolisis.

Cddigo de Zona de hidrdlisis * Promedio

aislamiento (mm) (mm)

Halo de hidrdlisis celulolitico > 3 mm

E4C 3,7
E4F 35 36
E4H 41

Halo de hidrdlisis celulolitico < 3 mm

E1A 0,5
E1D 1,0 1,4
E2A 0,5
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E2B 1,0

E2C 1,8
E3D 1,9
E4E 2,4
E5A 2,7
1,4
E5B 2,3
E5C 0,5
E5D 2,0
E5E 0,2
ESF 1,1

*Prueba U de Mann — Whitney (p < 0,05)

Los promedios de los aislamientos de liquido ruminal y estiércol que produjeron zonas
de hidrélisis mayores e iguales a 3 mm fueron de 14,2 mm y 3,6 mm respectivamente,
mientras que aquellos que produjeron una zona de hidrolisis menor a 3 mm fueron 1,6
mm en los aislamientos de liquido ruminal y 1,4 mm en los de estiércol; ademads, se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre las zonas de
hidrélisis mayores e iguales y menores a 3 mm de los aislamientos procedentes de ambas

muestras.

Por lo tanto, se seleccionaron los 11 aislamientos que lograron zonas de hidrolisis
mayores e iguales a 3 mm, para continuar con el proceso de caracterizacion y

cuantificacion de la actividad enzimatica.

4.1.2 Caracterizacion de los aislamientos bacterianos con actividad celulolitica.

4.1.2.1 Caracterizacién morfoldgica macroscopica y microscopica

La caracterizacion morfoldgica macroscopica de los 11 aislamientos se basé en el tamafio,
forma, borde, transparencia, brillo, color, textura, elevacién y consistencia de las colonias
en Medio Minimo suplementado con 1% CMC, medio de cultivo selectivo en el que se
aprecian las caracteristicas de las colonias que varian ligeramente entre cada aislamiento.
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Por otro lado, la caracterizacion microscopica indica el tipo de Gram, la forma, y la
presencia y ubicacion de la endospora. Todas las caracteristicas se presentan a detalle en
las Tablas 5 y 6, y en la figura 5 se presentan las colonias en medio suplementado con

CMC y tinciones de los aislamientos con mayores diferencias morfologicas.

Figura 5. Observacion macroscopica y microscopica de los aislamientos,
la columna 1 muestra colonias en medio CMC y la columna 2 tincion
Gram: a) LR2E, b) LR3A, c¢) LR3B, d) LR5A, ¢) E4C, f) E4H.
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Tabla 5. Caracteristicas macroscopicas de los aislamientos bacterianos con actividad celulolitica en Medio Minimo Suplementado 1% CMC.

DESCRIPCION
CODIGO
Tamanio Forma Borde Transparencia Brillo  Color/pigmento  Textura Elevacion Consistencia

LR2E Mediana Irregular Ondulado Opaco Si Crema Lisa Convexa Mucoide
LR3A Mediana Circular Entero Opaco No Crema Rugosa Umbilicada Mucosa
LR3B Mediana Circular Entero Opaca No Crema Lisa Convexa Mucoide
LR3C Puntiforme Circular Entero Opaca Si Crema Lisa Convexa Cremosa
LR3D Mediana Irregular Ondulado Opaca Si Crema Lisa Elevada Mucoide
LR3E Puntiforme Circular Entero Opaca Si Crema Lisa Convexa Mucosa
LR3F Puntiforme Irregular Ondulado  Transparente Si No Lisa Elevada Suave
LR5A Puntiforme Rizoide Rizoide Opaca Si Amarillo Oscuro Rugosa  Pulvinada Dura

E4C Pequefa Circular Entero Opaco Si Blanca Lisa Convexa Suave

E4F Puntiforme Circular Entero Opaco Si Transparente Lisa Elevada Suave

E4H Puntiforme Circular Entero Opaco Si Transparente Lisa Convexa Suave
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Tabla 6. Caracteristicas microscopicas de los aislamientos bacterianos con actividad
celulolitica.

DESCRIPCION
CODIGO incid
Tincion Morfologia Espora
Gram
LR2E (+) Bacilos medianos
LR3A (+) Bacilos pequefios .
5 - Terminal no deformante (48 h)
LR3B (+) Bacilos pequefios
LR3C (+) Bacilos pequefios
LR3D (+) Bacilos pequefios .
- - Terminal no deformante (60 h)
LR3E (+) Bacilos medianos
LR3F (+) Bacilos pequefios )
- - Terminal no deformante (48 h)
LR5A (+) Bacilos medianos
E4C ) Bacilos pequefios
E4F ) Bacilos pequefios No presenta
E4H ) Bacilos pequefios

4.1.2.2 Identificacion bioquimica de los aislamientos bacterianos celuloliticos

Los resultados de las pruebas bioquimicas utilizadas en la identificacion de los 11
aislamientos se presentan en la tabla 7. Las pruebas utilizadas se basan en la observacion
del uso de sustratos especificos como la fermentacion de los carbohidratos glucosa,
lactosa y sacarosa, y la produccion de &cido sulfhidrico (HsS) en el medio TSI, la
decarboxilacion y desaminacion de la lisina, y produccion de HsS en el medio LIA, la
utilizacion del citrato como tnica fuente de carbono y energia en el medio Citrato de
Simmons; la movilidad bacteriana, produccion de indol y de HoS en el medio SIM, la
deteccion de la via metabdlica de glucosa para dar lugar a productos 4cidos o neutros en
el medio RM-VP, la presencia de la enzima catalasa; y la utilizacion de urea como tnica
fuente de nitrogeno en el medio Caldo Urea. Estas pruebas fueron realizadas a 37 °C y
evaluadas a las 12 y 24 h. Sin embargo, en algunos aislamientos el tiempo de evaluacion
se extendid hasta por 96 h, ya que el proceso de adaptacion al medio Citrato de Simmons

y LIA implicé mayor tiempo de incubacion.
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Tabla 7. Caracteristicas bioquimicas de los aislamientos bacterianos celuloliticos.

Pruebas Bioquimicas

o
-_g’ Fermentacion de Produccion D boxilacic Utilizacia Broduccit Broduccit Roio d v Género
3 azlicares roduccion escarboxilacion ilizacion - roduccion roduccion ojo ae 0ges Bacteriano
O Gl de gas de Lisina de citrato  Viovilidad de H2S de indol metilo  Proskauer Cowalasa  Ureasa

uc Lac Sac

LR2E + - - - (7; ) - + - - - + + - Bacillus

LR3A + - - ] + (9; y ; ; - - + + - Bacillus

LR3B + . . - + - - - - - + + - Bacillus

LR3C + - - - + (7; h) - - - - - + - Bacillus

LR3D + - - - + (7; h) - - - - - + - Bacillus

LR3E + . . - + (7; ) - - - - + + - Bacillus

LR3E  + - - _ + (7; iy ; - - - + + - Bacillus

LR5A  + N N + + + Bacillus

(48 h) (72 h)
E4C + - - + + - + - + + - + - Escherichia
E4F + + + - - + + - - + + + - Pantoea
E4H + + + - - + + - - + + + - Pantoea

- Gluc: Glucosa, Lac: Lactosa, Sac: Sacarosa
- Signo +: positivo, signo -: negativo

La caracterizacion microbioldgica e identificacion bioquimica de los aislamientos de liquido ruminal, mediante el programa ABIS online y la
bibliografia indicada en los métodos, revel6 que todos pertenecen al género Bacillus con una semejanza del 100 %, mientras que los
aislamientos de estiércol pertenecen a dos géneros dintintos, E4C al género Escherichia con 98, 4% de semejanza y, E4F y E4H al género

Pantoea con 96% de semejanza.
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4.1.2.3 ldentificacion molecular de los aislamientos bacterianos celuloliticos
La amplificacion del gen 16S ARNr de cada uno de los 11 aislamientos se muestra en la

figura 5, confirmando que todos los aislamientos pertenecen al dominio Bacteria.

LR2E LR3A LR3B LR3C LR3D LR3E LR3F LR5A E4C E4F E4H

1500 pb ™ *

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen 16S ARNr de los 11 aislamientos
obtenidos.

Los resultados de analisis de las secuencias consenso de cada aislamiento obtenidos con la
herramienta de alineamientos local BLASTn se muestran en la tabla 6, y confirman los datos

obtenidos en la caracterizacion morfologica e identificacion bioquimica.

Se encontrd que todos los aislamientos de liquido ruminal pertenecen al género Bacillus,
LR2E presenta la secuencia de 16S ARNr homologa a Bacillus licheniformis cepa HJ2020,
LR3A ala especie Bacillus subtilis cepa RG1, LR3B a Bacillus subtilis cepa BHU M, LR3C
a Bacillus tequilensis cepa IMJ2, LR3D y LR3E a Bacillus stercoris cepa SM-7, LR3F a
Bacillus subtilis cepa NBRINB3.2 y LR5A a Bacillus spizizenii cepa MF75; todos con un
porcentaje de similitud del 100% siendo la especie Bacillus subtilis 1a de mayor frecuencia
en el estudio. Por otro lado, el aislamiento de estiércol E4C pertenece al género Escherichia
con secuencia homologa a Escherichia coli cepa ZD1-1, y los aislamientos E4F y E4H
pertenecen al género Pantoea, homodlogos a Pantoea sp. cepa ICMP20864, con porcentaje

similitud del 100% y 99.85% respectivamente.
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Tabla 8. Analisis de secuencias consenso con la herramienta BLASTn del NCBI.

Cadigo de Posible especie Cobertura E Porcentaje de Numero de
aislamiento bacteriana (%) valor similitud (%) Acceso
Bacillus licheniformis

LR2E HI2020 100 0 100 MT192715

LR3A Bacillus subtilis RG1 100 0 100 KY088040

Lrgg  cocillus S:/tl’t"'s BHU 100 0 100 MF919590

Bacillus tequilensis

LR3C 100 0 100 MT516330
IMJ2

LR3D Bacillus stercoris 100 0 100 MT377873
SM-7

LR3E Bacillus stercoris 100 0 100 MT377873
SM-7

Bacillus subtilis
LR3F NBRINB3.2 100 0 100 MK168630
Bacillus spizizenii
LR5A ME-75 100 0 100 MH177251
Escherichia coli
E4C 7D1-1 100 0 100 0Q923789
Pantoe sp.
E4F ICMP20864 100 0 99.85 MG786387
Pantoe sp.
E4H ICMP20864 100 0 99.85 MG786387

Larelacion filogenética de los aislamientos de liquido ruminal y estiércol con las secuencias

obtenidas de la base de datos Gen Bank se muestran a través de dos arboles filogenéticos

construidos con el método de Neighbor-Joining, y el valor bootstrap del anélisis fue de 1000

réplicas; en el arbol correspondiente a liquido ruminal la barra de 0.002 representa el 0,2 %

de la divergencia entre especies (figura 7); observandose que, si bien todos los aislamientos

pertenecen al género Bacillus, posiblemente sean especies y cepas diferentes a las

comparadas con la herramienta BLASTn.
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o KX673632 Bacillus mojavensis SSRAI21

50| ' MT516330 Bacillus tequilensis IMJ2

61| | A LR3C

LR3F
89 o

—— MK 168630 Bacillus subtilis NBRINB3.2

1 A IR3E

~|7 MT377873 Bacillus stercoris SM-7
A LR3D

A IR3A

KY088040 Bacillus subtilis RG1

2 A IR3B

m MFE919590 Bacillus subtilis BHU M

EU334108 Bacillus subtilis EXWB4-09

A IR5A

MH177251 Bacillus spizizenii MF-75

MT066089 Bacillus licheniformis KW55P
100(

A IRE

Ln

MT192715 Bacillus licheniformis HI2020

9{’— MN515089 Bacillus aerius NHSLA11
MN493890 Bacillus sp. SNH-K25

ﬁ
0.0020

Figura 7. Arbol filogenético de las secuencias 16S ARNr de los aislamientos de liquido

ruminal, marcados con un triangulo rojo, comparados con las secuencias homologas del
GenBank.
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Mientras que, en el arbol correspondiente a los aislamientos de estiércol la barra de 0.01
representa el 1 % de la divergencia entre especies (figura 8); encontrando que los
aislamientos pertenecen a los géneros Escherichia y Pantoea, de especies y cepas
posiblemente distintas a las comparadas con la herramienta BLASTn.

A E4F

81
A E4H

90
MG786387 Pantoea sp. ICMP 20864

100

MFO083088 Pantoea conspicua B6

MT646430 Pantoea dispersa MLTBY6

— MG669341 Escherichia sp. Z2

100) | A E4C
ﬁ‘
0Q923789 Escherichia coli ZD1-1

Figura 8. Arbol filogenético de las secuencias 16S ARNr de los aislamientos de estiércol,
marcados con un triangulo rojo, comparados con secuencias homoélogas del GenBank.

4.1.3 Determinacion de la actividad celulolitica de los aislamientos bacterianos

La determinacion de la actividad celulolitica realizada en base al método indicado por Khan
et al., 2011 y calculada segtn la ecuacidon propuesta por Ghose, 1987; permitié6 medir la
produccion de celulasas en unidades por mL de enzima (U/mL), considerando una unidad
de actividad enziméatica como la cantidad de enzima requerida para formar 1 pmol de azticar

reductor (glucosa) por minuto en las condiciones del ensayo aplicado.

La tabla 9 presenta la actividad enzimatica de los aislamientos procedentes de ambos tipos
de muestras, siendo la actividad enzimatica de las bacterias de liquido ruminal

significativamente mayor (p<0,05) que la actividad enzimatica de las bacterias de estiércol;
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en el caso del liquido ruminal, el aislamiento LR3E homologo a Bacillus stercoris cepa SM-
7, quien mostr6 la mayor zona de hidrélisis con 17,1 mm, fue el de mayor actividad
enzimatica con 2,1643 £+ 0,0488 U/mL; mientras que, el aislamiento LR2E homologo a
Bacillus licheniformis cepa HJ2020, que mostr6 una zona de hidrolisis de 10,0 mm, fue el
de menor actividad enzimatica con 1,1931 £+ 0,0559 U/mL. En estiércol, el aislamiento E4H
homologo a Pantoea sp. cepa ICMP 20864, que tuvo la mayor zona de hidrélisis con 4,1
mm, fue el produjo la mayor actividad enzimatica con 0,3975 + 0,0157 U/mL; y, el
aislamiento E4C homologo a Escherichia coli cepa ZD1-1, quien tuvo una zona de hidrdlisis

de 3,7 mm, fue el que present6 la menor actividad enzimatica con 0,2699 + 0,0243 U/mL.

Tabla 9. Actividad celulolitica (U/mL) de los 11 aislamientos bacterianos obtenidos.

Actividad

Tipo de Caddigo del Género Especie homéloaa enzimatica segun
muestra aislamiento bacteriano P g Ghose, 1987 *
(U/mL)
. Bacillus licheniformis
LR2E Bacillus cepa HJ2020 1,1931 £+ 0,0559
LR3A Bacillus Bac'"usséblt”'s cePa 20634 +0,0076
. Bacillus subtilis cepa
LR3B Bacillus BHU M 2,0768 £ 0,0523
. Bacillus tequilensis cepa
LR3C Bacillus 2,0516 + 0,0246
- IMJ2
Liquido Bacilius st :
i acillus stercoris cepa
ruminal LR3D Bacillus oy PR 20800 +0,0301
Bacill [
LR3E Bacillus aclllus SIETCOrIS CePa 5 1643 + 0,0488
SM-7
) Bacillus subtilis cepa
LR3F Bacillus NBRINB3.2 2,0059 £ 0,0451
) Bacillus spizizenii cepa
LR5A Bacillus 1,8941 + 0,0377
MF-75
. Escherichia coli cepa
E4C Escherichia 7D1-1 0,2699 + 0,0243
Estiercol Pantoea sp. cepa ICMP
E4F Pantoea 20864 0,3526 + 0,0369
. Pantoea sp. cepa ICMP
Estiércol E4H Pantoea 20864 0,3975 = 0,0157

*Prueba U de Mann — Whitney (p < 0,05)
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Observandose que los aislamientos de liquido ruminal, correspondientes al género Bacillus,
son los mas eficientes degradadores de celulosa, por su produccion de celulasas a las 48 h
de fermentacion y con una alta actividad celulolitica, respecto a los aislamientos de estiércol

que produjeron celulasas a las 96 h de fermentacion y que exhiben baja actividad enzimatica.

4.2 Discusion

En este estudio, se consider6 como objetivo general caracterizar bacterias con actividad
celulolitica aisladas del liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno de Cajamarca. Para
ello, inicialmente se realiz6 el aislamiento y seleccion de bacterias celuloliticas a partir del
cual se obtuvo un total de 54 colonias aisladas del liquido ruminal y estiércol, que fueron
analizadas para detectar actividades de degradacion de CMC; de las cuales solo 39
aislamientos mostraron crecimiento y zonas o halos de hidrdlisis, 23 procedentes de liquido

ruminal y 16 de estiércol (Tabla 3 y 4).

De estos aislamientos, inicamente 11 bacterias, 8 de liquido ruminal y 3 de estiércol,
mostraron las méximas zonas de hidrolisis (hidrolisis > 3 mm) reveladas mediante la tincion
del medio con Rojo Congo, que si bien este es el método mas utilizado por su sencillez para
deteccion primaria de actividad celulolitica (Teather y Wood, 1982; Ortiz Moreno y Vélez-
Urbina, 2011), se sabe también que el didmetro de la zona de hidrolisis puede no reflejar
con precision la verdadera actividad de la celulasa debido a la baja correlacion entre la
actividad enzimdtica y el tamafio del halo (Sadhu y Maiti, 2013); de alli que se decidio
realizar la cuantificacion de la actividad enzimatica de los mismos aislamientos, previa

caracterizacion e identificacion.

Por otro lado, en cuanto a los 15 aislamientos restantes que no crecieron ni mostraron halos

de hidrdlisis pero fueron capaces de crecer en el medio suplementado con 1 % de CMC en
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el aislamiento inicial, se tendria la explicacion de este hecho en las interacciones que existen
entre comunidades bacterianas, ya que estos aislamientos pertenecerian al grupo de
bacterias que se nutren de proteinas y carbohidratos solubles provenientes de la hidrolisis
de carbohidratos complejos como la celulosa, xilano o lignina, realizada por las bacterias
fibroliticas (Parra Oviedo, 2008; Fraga Cotelo, 2010). Por ello, al momento de ser
sembradas individualmente en el medio que contiene CMC como la mayor fuente de
carbono, no fueron capaces de metabolizarla ni de encontrar la cantidad necesaria de
carbohidratos simples para su crecimiento; ademas cabe resaltar que, si bien el medio
utilizado posee caracteristicas fisicoquimicas muy similares a las del liquido ruminal como
el pH 7y, fuentes de carbono simples y complejas, fuentes de nitrégeno y sales minerales,
y selecciona bacterias potencialmente celuloliticas; también soporta el crecimiento de
bacterias que no lo son aunque en minima cantidad como lo sefala Fraga Cotelo en 2010,
formando colonias muy pequefias; esto por la presencia de las sales minerales minimas y

dextrosa necesarias para el crecimiento.

El siguiente punto corresponde a la caracterizacion morfologica e identificacion bioquimica
y molecular de los 11 aislamientos seleccionados por su mayor zona de hidrélisis, necesaria
para alcanzar el objetivo general. Los resultados presentados en las tablas 5, 6 y 7, revelan
bacterias con morfologia macroscopica y microscopica, y perfiles bioquimicos muy
similares para cada tipo de muestra; indicando que todas bacterias procedentes de liquido
ruminal pertenecerian al género Bacillus con semejanza del 100%, y aquellas aisladas de
estiércol pertenecerian a los géneros Escherichia con 98, 4% y Pantoea con 96% de
semejanza; sin embargo, estas similitudes podrian dar a entender que algunos aislamientos
se tratarian de bacterias de la misma especie. En consecuencia, se procedid con la
identificacién molecular de los mismos aislamientos mediante el analisis de las secuencias

del gen 16S ARNTr con la finalidad de esclarecer estos resultados.
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De esta manera, se confirmé que todos los aislamientos de liquido ruminal si pertenecen al
género Bacillus con una homologia del 100% en sus secuencias; mientras que, los
aislamientos de estiércol pertenecen a los géneros Escherichia y Pantoea con porcentajes
de homologia del 100 y 99,85% respectivamente, en relacion a las secuencias obtenidas del

Gen Bank que corresponden a diferentes especies de estos géneros.

En base a estos resultados, se analizaron las relaciones filogenéticas de todos aislamientos,
a nivel de especies como un aporte adicional a la presente investigacion. El arbol
filogenético de la figura 7, presenta las bacterias aisladas del rumen bovino que se
identificaron con el género Bacillus y que se reagruparon entre diferentes especies con un
0,2 % de divergencia entre ellas, generandose 2 clados con marcada divergencia. En uno de
ellos se encuentra el aislamiento LR2E evolutivamente cercano a Bacillus licheniformis
cepa HJ2020, mientras que los demas aislamientos se encuentran en otro clado en el que se
observa a LR3A y LR3B en clado en el que se agrupan Bacillus subtilis cepa RG1 y Bacillus
subtilis cepa BHU M respectivamente, LR3C evolutivamente cercano al clado formado por
Bacillus tequilensis cepa IMJ2 y Bacillus mojavensis cepa SSRAI21, LR3D relacionado
con Bacillus stercoris cepa SM-7, LR3F con Bacillus subtilis cepa NBRINB3.2, mientras
que los aislamientos LR3E y LR5A se encuentran evolutivamente lejanos a Bacillus

stercoris cepa SM-7 y Bacillus spizizenii cepa MF-75, respectivamente.

El arbol filogenético de la figura 8, presenta las bacterias aisladas del estiércol bovino las
cuales se agruparon en 2 clados con marcada divergencia genética entre los géneros
Escherichia y Pantoea, y cada uno se reagrup6 entre diferentes especies con un 1 % de
divergencia entre ellas. En este caso en uno de los clados se encuentra el aislamiento E4C
estrechamente relacionada a Escherichia coli cepa ZD1-1, y en el otro clado se encuentran

los aislamientos E4F y E4H cercanos evolutivamente a Pantoea sp. cepa ICMP 20864.

45



Respecto a estos hallazgos, la predominancia de bacterias celuloliticas del género Bacillus
en las muestras de liquido ruminal se explicaria, inicialmente debido a las condiciones
ambientales microaerofilas en las que se realiz6 la coleccion de las muestras y el cultivo
bacteriano, en estas condiciones las bacterias ruminales celuloliticas ampliamente
reconocidas, tales como Ruminococcus, Fibrobacter, Clostridium, Butyrivibrio y Prevotella
(Matthews et al., 2019; Thapa et al., 2020), perecieron debido a que son estrictamente
anaerobias (Bryant, 1959; Hua et al., 2022); sin embargo, si fue posible el crecimiento de
bacterias celuloliticas anaerobias facultativas como son los Bacillus, que son formadores de
endosporas cuando se encuentran en condiciones no favorables para su crecimiento

(Madigan et al., 2015).

Ademas, otro fundamento para encontrar estas bacterias es el tipo de alimentacién que
reciben los bovinos en la region de Cajamarca, que es el pastoreo principalmente; respecto
a ello, Sadet-Bourgeteau, Martin y Morgavi, 2010 indican que en animales que consumen
pasturas los miembros del phylum Firmicutes, al cual pertenecen las bacterias del género
Bacillus, representan un 50% de la comunidad bacteriana que se encuentra adherida al
epitelio ruminal, y que bien pueden encontrar en la fase liquida del contenido ruminal debido
a los movimientos ritmicos del rumen que permiten también el acceso continuo de estas

bacterias a los potenciales sustratos (McCowan et al., 1978; Fraga Cotelo, 2010).

Asimismo, se sabe que mas del 70% de la microbiota ruminal est4 asociada a la fase solida
del contenido ruminal (Forsberg y Lam, 1977); estos microorganismos pueden estar
fuertemente adheridos, atrapados o asociados a las particulas del material ingerido (Weimer,
2022), constituyendo el grupo bacteriano que estd débilmente asociado a las particulas,
responsable de entre el 88 y 91% de la actividad endoglucanasa y xilanasa (Miron, Ben-
Ghedalia y Morrison, 2001), que son fundamentales en la fermentacion ruminal, estas

bacterias también se pueden encontrar en el liquido ruminal debido a los movimientos
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ruminales ya mencionados; es por esto que se explica la homologia del 100% de las bacterias
celuloliticas encontradas en nuestro estudio con las secuencias consenso analizadas con la
herramienta de alineamientos local BLASTn, ya que la mayoria de ellas tienen como fuente
de aislamiento el suelo rizosférico de cultivos de plantas a las que se encuentran asociadas,
como Bacillus subtilis cepa RG1, Bacillus subtilis cepa BHU M, Bacillus stercoris cepa

SM-7; o a la endosfera del trigo como Bacillus spizizenii cepa MF-75.

No obstante, las investigaciones realizadas previamente en las que se detectaron e
identificaron de bacterias celuloliticas de liquido de ganado bovino (vacuno) reportan en su
mayoria bacterias Gram negativas, como Ruminococcus flavefaciens, Blautia obeum y
Clostridium butyricum en liquido ruminal de ganado bovino egipcio (Khattab, Abd El
Tawab y Fouad, 2017), Escherihcia coli cepa ZH-4 aislada por primera vez del rumen
bovino de Mongolia Interior (Pang et al., 2017), Enterobacter cloacae en fluido ruminal de
bovinos de Aceh (Sari et al., 2017) y de bovinos de Surabaya (Lokapirnasari ef al., 2019)
ambos en Indonesia, Shigella sp. en ganado Holstein del Estado de México (Luna et al.,
2019), Aeromonas sp en fluido ruminal de bovinos sacrificados en el matadero de la ciudad
de Huramaya en Etiopia (Erba et al., 2020), Pseudomona sp. en el fluido ruminal de ganado
vacuno sacrificado en el Matadero Kajitula, Sylhet City Corporation en Bangladesh (Poly
et al., 2022); Fibrobacter succinogenes, F. succinogenes elongata, Ruminococcus
flavefaciens, R. albus en el liquido ruminal de ganado vacuno sacrificado en el matadero
municipal de Huancavelica en Peru (Carhuapoma-Delacruz ef al., 2022); aunque quizés las
unicas investigaciones que informan resultados similares a los obtenidos en este estudio son
de Seo et al. en 2013 que identificaron a Bacillus licheniformis JK7 aislado del rumen de
una cabra coreana nativa (Seo et al, 2013); y, Andriani y Pratiwy en 2020 quienes

identificaron a Bacillus megaterium y Bacillus mycoides en el fluido de rumen de ganado
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bovino sacrificado en el matadero del area de Bandung y Bogor en Indonesia (Andriani y

Pratiwy, 2020).

Esta diversidad bacteriana se sustenta, de cierta manera, por las condiciones de cultivo en
las que fueron trabajadas las muestras en los estudios mencionados, que fueron en su
mayoria anaerdbicas; al igual que en las diferencias que pueden existir entre las
comunidades bacterianas ruminales del ganado bovino en base a sus regiones o paises de
origen (Khattab, Abd El Tawab y Fouad, 2017; Pang, Z. Y. Liu, et al., 2017; Luna et al.,

2019; Carhuapoma-Delacruz et al., 2022)

Por otra parte, los resultados obtenidos a partir de estiércol revelaron la presencia de dos
géneros bacterianos como son Escherichia y Pantoea, alin no reportados como celuloliticos
provenientes del estiércol de ganado vacuno, esto probablemente debido a que se sabe muy
poco acerca de la estructura de la comunidad de bacterias fecales y como es que cambian
cuando son expuestas a diferentes tipos de estrés ambiental antes y después de su expulsion,
inducido por la ingenieria y la intervencion humana, como el tratamiento de aguas
residuales, la dieta, la ingesta de antibidticos y la exposicion a nanoparticulas (Wong et al.,
2016); aunque, especies de ambos géneros encontrados en esta investigacion son
considerados habitantes normales del tracto intestinal en animales y en ocasiones se
comportan como patdgenos oportunistas (Walterson y Stavrinides, 2015; Mbuk et al., 2016;

Stein y Katz, 2017).

En el caso del género Escherichia, la especie E. coli es, también, ampliamente utilizada en
la expresion heterdloga de enzimas como celulasas para una mayor produccion (Munjal et
al., 2015; Banner, 2018); sin embargo, se ha reportado una Escherichia spp. celulolitica
aislada del intestino de termitas (Loayza Centeno, 2017) y como ya se menciond parrafos

arriba la identificacion, por primera vez, de una cepa de Escherichia coli (E. coli cepa ZH-
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4) celulolitica a partir del rumen de ganado vacuno en Mongolia (Pang, Z. Y. Liu, et al.,

2017).

Mientras que en el género Panfoea hay especies tanto patdogenas vegetales como con
potencial biotecnologico en biocontrol, biorremediacion, biosensores e indicadores, y
terapéuticos (Walterson y Stavrinides, 2015); y de igual manera, existen investigaciones en
las que revelan especies pertenecientes al género Pantoea como degradadoras de
carbohidratos complejos como la lignina aisladas de diferentes fuentes, tal es el caso de la
bacteria endofita aislada de semillas de arroz Pantoea ananatis Sd-1 en la ciudad de
Changsha, provincia de Hunan, China (Ma ef al., 2016), Pantoea sp. SL1 M5 aislada de la
avispa de madera invasiva Sirex noctilio recolectados de pino escocés infestado, Pinus
sylvestris L, en el condado de Onondaga, NY, Estados Unidos (Adams et al., 2011), Pantoea
sp. RCT2 aislada del efluente de la Century Pulp Paper Mill Lalkuan, Uttarakhand, India
(Chandra y Singh, 2012) y Pantoea agglomerans sp. aislada del suelo de dos experimentos
de campo factoriales realizados en el Instituto de Agricultura, Centro de Investigacion de

Agricultura y Silvicultura de Lituania (Shamshitov ef al., 2023).

Otras investigaciones en estiércol de ganado vacuno comunican la identificacion de
diferentes bacterias en su mayoria Gram-positivas, como Stenotrophomonas sp. y Bacillus
cereus sp. a partir de estiércol fresco de vaca en China (Hong-li et al., 2015), géneros que
tuvieron similitud con Pseudomonas spp. 96%, Acinetobacter spp. 95%, Bacillus spp. 97%,
Stenotrophomonas spp. 88% y Brachybacterium spp. 97%, de heces del ganado bovino de
Bali en Indonesia (Missa, Susilowati y Setyaningsih, 2016), aislados bacterianos
estrechamente relacionados con Pseudomonas, Stenotrophomonas 'y Serratia marcescens a
partir de muestras de estiércol de ganado de Sagar en India (Vyas y Kumar, 2018); vy,
Bacillus sp. de estiércol de vaca recolectado de la zona agricola de Ahmednagar, India

(Deshmukh, Bhagat y More, 2018) , de estiércol de vacas del establo en la granja de la
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Universidad de Calabar en Nigeria (Asitok et al., 2019), y un Bacillus sp estrechamente
relacionado con Bacillus cereus (GenBank numero de acceso AF290555) de estiércol de
vaca en la regiéon norte de Sri Lanka (Croos, Rajendran y Ranganathan, 2019); las
diferencias entre los resultados de estos estudios previos y los obtenidos en la presente
investigacion radicarian en la forma de colecciéon de muestras, ya que en este caso se
obtuvieron directamente de la porcion final del intestino grueso evitando la exposicion a

rayos solares y al cambio brusco de temperatura.

Finalmente, el tercer punto corresponde a la determinacion de la actividad celulolitica de
los aislamientos identificados. Las bacterias procedentes de liquido ruminal tuvieron las
mayores medidas tanto en la zona de hidrélisis como en la actividad celulolitica de esta
investigacion, esto debido a que la funcion principal de las bacterias en el rumen es la
descomposicion de celulosa y hemicelulosa (Cholewinska et al., 2020), mediante la
fermentacion ruminal del alimento fibroso, en compuestos mas simples que se absorben

directamente a la sangre nutriendo al animal (van Lier y Regueiro, 2008).

Obteniéndose asi, al aislamiento LR3E homologo a la especie Bacillus stercoris cepa SM-
7 como el mayor degradador de celulosa con una zona de hidrdlisis de 17,1 mm y el mejor
productor de celulasas con una actividad enzimatica de 2,1643 + 0,0488 U/mL. Ademas, los
resultados pueden ser comparados con los obtenidos por Seo et al. en 2013 que reportaron
a Bacillus licheniformis JK7 con actividad endoglucanasa de 0.75 U / ml a una temperatura
Optima de 70 °C y de 1.10 U / ml a pH 5,0 (Seo et al., 2013); y por Andriani y Pratiwy en
2020 quienes identificaron a Bacillus megaterium y Bacillus mycoides los cuales produjeron
zonas de hidrolisis de 1.20 cm equivalente a 12 mm y 1.40 cm a 14 mm, respectivamente

(Andriani y Pratiwy, 2020).
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Con relacion a los aislamientos de estiércol, que presentaron baja actividad celulolitica
respecto a los de liquido ruminal, el aislamiento E4H homologo a la especie Pantoea sp.
cepa ICMP 20864 tiene la mayor zona de hidrélisis con 4,1 mm y una actividad enzimatica
de 0,3975 + 0,0157 U/mL; pudiendo comparar los resultados con los presentados por Missa,
Susilowati y Setyaningsih en 2016 que obtuvieron zonas claras de entre 14.7 a 70.8 mm de
los aislados homodlogos a Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Bacillus spp.,
Stenotrophomonas spp. y Brachybacterium spp., y aquellos con potencial de ser nuevas
especies bacterianas (Missa, Susilowati y Setyaningsih, 2016); y por Pang ef al. en 2017
que identificaron a Escherichia coli cepa ZH-4 con una actividad exoglucanasa de 9,13 UlI,
endoglucanasa de 5,31 Ul y B-glucosidasa de 7,27 UI a pH 6,8; sin embargo, el primer
estudio no informa bacterias de los géneros identificados en esta investigacion y los demas

tienen como fuentes de aislamiento el rumen bovino.

Es necesario mencionar las limitaciones que existieron durante el desarrollo de la presente
investigacion. La primera fue la falta de informacion acerca del origen inicial y estado de
salud de los animales de los que se obtuvieron las muestras estudiadas que definitivamente
nos hubiese permitido interpretar los resultados de manera mas integrada; y, la segunda fue
falta de acceso a CO> para el posible cultivo e identificacion de las tipicas bacterias
fibroliticas ruminales que son estrictamente anaerobias; sin embargo, pese a estas
limitaciones y por todo lo mencionado anteriormente, el liquido ruminal y estiércol de
ganado vacuno de Cajamarca representan ambientes propicios para encontrar diversidad
bacteriana potencialmente productora de celulasas, lo que representa una gran oportunidad
para futuros estudios complementarios que permitan aprovechar el potencial biotecnologico
de estos ambientes considerados como desechos de la actividad pecuaria en la region

Cajamarca.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se caracterizaron 11 aislamientos bacterianos con actividad celulolitica a partir del

liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno de Cajamarca.

Los géneros bacterianos con actividad celulolitica aislados del liquido ruminal y
estiércol de ganado vacuno de Cajamarca pertenecen al género Bacillus, y a los géneros

Escherichia y Pantoea, respectivamente.

La actividad celulolitica de las bacterias procedentes de liquido ruminal fue
considerablemente mayor que de las bacterias del estiércol, debido a que la funcion
principal de las bacterias en el rumen es la descomposicion de celulosa y hemicelulosa;
mientras que en el estiércol se encuentran bacterias involucradas en el metabolismo de
otros compuestos organicos e inorganicos, ademas de los carbohidratos complejos, pero

en concentraciones menores debido a que este es el producto de desecho del ganado.

El aislamiento bacteriano codificado como LR3E fue el mas destacado, por producir la
mayor zona de hidrélisis con 17,1 mm y la mejor actividad enzimatica con 2,1643 +

0,0488 U/mL.

El liquido ruminal y estiércol de ganado vacuno de Cajamarca posee bacterias
potencialmente productoras de celulasas, enzimas que pueden utilizarse en la generacion
de bioproductos para la industria textil, alimentaria, farmacéutica, ambiental; y, de

biocombustibles a largo plazo.
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5.2 Recomendaciones

La presente investigacion representa un importante primer paso en la exploracion del
potencial biotecnologico que tienen los desechos provenientes de la actividad pecuaria
en Cajamarca, como el contenido ruminal y estiércol; por ello, se recomienda continuar
en esta linea de investigacion y para futuras investigaciones, el cultivo e identificacion
de microorganismos anaerobicos, la caracterizacion de celulasas, optimizacion de sus
procesos de produccion y cuantificacion y el escalamiento de la produccion de estas

enzimas, lo que podria permitir aplicarlas en un futuro dentro el campo industrial.
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APENDICES Y ANEXOS
APENDICES

Apéndice 1. Lugar de muestreo

Figura 9. Mapa de ubicacion geografica del Camal Municipal de Cajamarca (Google
Maps).

Apéndice 2. Toma de muestras

Figura 10. Toma de muestra del contenido  Figura 11. Toma de muestra de estiércol.
ruminal.
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Apéndice 3. Condiciones de transporte de muestras

Figura 12. Transporte de muestras de liquido ruminal y estiércol a 38°C.

Apéndice 4. Cultivo inicial de bacterias celuloliticas

Figura 13. Condiciones de cultivo inicial de bacterias celuloliticos, a la izquierda se
muestran cultivos de estiércol y a la derechas cultivos de liquido ruminal.

73



Apéndice 5. Evaluacion de la actividad celulolitica en medio minimo suplementado con

1% de CMC.

Figura 15. Medicion de halos de hidrélisis mediante el revelado con Rojo Congo 0,1%.

Apéndice 6. Valoracion de la actividad celulolitica de los aislamientos bacterianos

seleccionados
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Figura 14. Diametros de la zona de hidrdlisis de los aislamientos bacterianos de liquido
ruminal seleccionados, agrupados en series que corresponden a las repeticiones.
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Figura 16. Didmetros de la zona de hidrdlisis de los aislamientos bacterianos de estiércol,
agrupados en series que corresponden a las repeticiones

Apéndice 7. Pruebas bioquimicas

T L @
Figura 17. Resultados de las pruebas bioquimicas del aislamiento LR5A de liquido
ruminal: a) Citrato de Simons, b) TSI, c¢) LIA, d) SIM, e) RM y f) VP

Figura 18 Resultados de las pruebas bioquimicas del aislamiento E4C de estiércol: a) Citrato
de Simons, b) TSI, c) LIA, d) SIM, e) RM y f) VP
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Apéndice 8. Cromatograma de secuencia del gen 16S ARNr

macrogen
File: |_27F.ahl Bwn Ended: 22359 15:33:25 Sigmal (3602 A:5020 5993 T-4500 {)
Sample: | 27F Lone: Base spacing: 1668244 1165 bses im J3945 scans Page I of 2

10 1] N 40 k1) £ T 0 kL L Lo 128
B G0 TOCOE GCTATUT G AGTC QAR A0 CA0AT QOGAGCTTOC TCOC TG ATAT TAGD GOCEAACGGaTA AT A0 A0 AT OEAT AACC T GO CTOT AMGAC T 000 AT AACTC OO G0 Ak

Lo . A WA lﬁ'u'" Py E1'Jnt .ln!"il""r't -"\.lﬁl .lﬂrl"-'ﬂ'-'rll .I“!'n' ||r| Wi "I’,-., y 'Jnl o \'\ A n"\pl.'rlﬂl.llrﬂllll rllmﬂh'.'lnl.n"ﬁn I Jr U‘lﬂrlll'lunll‘lnl.llu i"-'rlrrlullli'll-lll'n'\\ I|-I.I- il |r'llllql~ III"'Ill. Y '.'Jr I"H"ll“'ﬂ

15 140 150 L&D i 183 (] 2 I = 2 a0
COGUHGET AT ACCGOEATGOT TGTTT G GEATGEGET TEAAACAT AAAAGEHT GO0 T TOGGE TACCACT T ALAG AT GGRALCCE GGG AT TAGET AGTT GIT GAGET A AT GOUTE A0 AGGENGA

AP AP PN A, A o e A A A A A AN AP WA A A MY

b k2 1 T ELL) el T
COATGECGT AGCCGACCTOAG '.EEIFFG-.'.'.I' CEGCCACACT GEGACT GAGACACGECCCAGACT OO T AC GGG '.GCIIZ' LG '.III'.I'.‘-GEIII.'-.'-'I'IZ'T'I' E‘{'GZ‘.'\. ATGGAD IZI LAALGTOT GA I:'GG WECAACOC CECAT G

A A A A AV e A A A A O Y A AR P A e A

A i L] e i o (L Ak an A L] i
AGTOAT QAADOT TTTC OOAT CAT A ABCTC TETTAT T G0 0t AT ACCaT T O8AAT .xﬂl:ﬂ:lﬂ{l{ﬂ ACETTEGACEIT ACCT AACCAGA A ABCCACOGE TAACTACOT GOCAGE A0S COCRET

LAPROAMPAANA iy m’xuwuwhmuﬂ O I N VN T '".'l"xﬁ&ﬂ_*"l“ﬂ“ﬂu

f1a 20 im L Se0 m bl kel L2y 10
AATACGTAGETGGC AMGCGTTGTOC GG AATT A TTGGG{'GF WA GEEFCTOGCAGGCGGTTTCTTAAGT CTGATGT GAAAGOCC CCGECT CAACCGGEG AGEGT CATTGGAANTT GGGG A H:'TTG LY

A AP g AN P A N A o AP A

File: §_27F.ahi B Ended: M23/5/% 15:53:25 Sigwal (3802 A:5020 C:-5993 T-4500
Sample: §_27F Lane: § Base spacing: 1668244 1165 boses iw J3RET soans Page 2af2

B30 (20 B50 SED M B2 £ o T o TH Mo
OTACAGAAGAGAAGAGT GAAATT CCACGTOT AGC GOT A AL ATACET AGAGATOTO0AGO AACACCAGTAGEC A AGACAACTOT CTEATCTAT AACT G ACACT A AGOAGOA. A A ECET a0 0d

AP A AP AP A 5 A A A AN A AR AN

70 T T TR0 ™ B A mi Ll 1 L m
AGCGAACAGOAT TAGAT ACCOTGUT AGT COARGLUGT AAACGAT GAGTGOTAAGTGTT '-Gl}ﬂﬂﬂ'l'f'l'l;ﬁm COCTT AGTOETOUAGET AACGCATT AAGEACT COGC CTGOG0 A0T ACGHT OG0

AN A A AN Y o A A A Y

B2l ] b A0 aan asn il am a0 A5
CAAGACTGAAAMT CAAAGEAATTE \CUUWIJCE\SBE.\E'.HEE'WTGE.'-GC ATETGETTTAATTOOAAGE AADECGE AAGAACC TT ACCAEITCTTGACATCOTCTOAC AT OCTAGAGATAGE ACTTCC

L L e L L W o e L D T

1080 130 (L) 1ai0 1HD 1080 Lixia 1970 ] s i nz
CCTTEGRGECAOAOT QACAGET AT SC L Ao TTOTCET CAQUTEAT ST OO TOAGATAOTT GEOTT AT CoOE A daaeBr aat oCTTAATETT, WT'[‘GI’.‘I’.‘.-.DC ATTCAGTT OO ACTET AACOTS

0 e VWL VA WLk LT o A A WL R

e T14n 1153 1LED
ACGGCCGEETGAT A ACCGEAGE WG BE GREGETGANT T C

MR e A,
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Apéndice 9. Curva padrdén de glucosa
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Figura 20. Grafico de la curva padrén de glucosa en la que se muestra la ecuacion de la
recta: y = 2.5078x - 0.0799; y el R?=0.9995

Apéndice 10. Analisis estadistico

PRUEBA DE NORMALIDAD

a) Hipotesis estadisticas:

Ho: Los datos de actividad enzimatica siguen distribucion normal

Ha: Los datos de actividad enzimatica no siguen distribucién normal.

b) Nivel de significacion: p < 0,05

c) Estadistico de prueba:

Prueba estadistica Shapiro-Wilk para determinar normalidad de datos de actividad

enzimatica en muestras de liquido ruminal y de estiércol

Shapiro-Wilk
Muestra -y -
Estadistico | gl Sig.
Actividad Liquido 644 | 24| 000
enzimatica ruminal
Estiércol ,925 9| ,433

d) Decision:

p > 0,05 — No se rechaza la hipétesis nula.
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p < 0,05 — Se rechaza la hip6tesis nula
e) Conclusiones:
e Losdatos de actividad enzimatica en liquido ruminal no siguen distribucion normal.
e Los datos de actividad enzimatica en estiércol siguen distribucién normal.
PRUEBA NO PARAMETRICA
a) Hipdtesis estadisticas:
Ho: No hay diferencias en el nivel de actividad enzimatica entre liquido ruminal y
estiércol.
Ha: Hay diferencias en el nivel de actividad enzimética entre liquido ruminal y estiércol.
b) Nivel de significacion: p < 0,05
c) Estadistico de prueba:
Prueba estadistica U de Mann-Whitney

Rangos

Rango | Sumade
Muestra N |promedio | rangos

Actividad Liquido 24| 2150 | 516,00
enzimatica ruminal
Estiércol 9 5,00 45,00
Total 33

Estadisticos de contraste?

Actividad

enzimatica
U de Mann-Whitney ,000
W de Wilcoxon 45,000
Z -4,366
Sig. asintdt. (bilateral) ,000
Sig. exacta [2*(Sig. 000P
unilateral)] ’

a. Variable de agrupacion: Muestra
b. No corregidos para los empates.

d) Decision:

p > 0,05 — No se rechaza la hipétesis nula.
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p < 0,05 — Se rechaza la hipdtesis nula
e) Conclusiones:

Hay diferencias en el nivel de actividad enzimatica entre liquido ruminal y estiércol.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del medio para seleccion de bacterias celuloliticas

Tabla 10. Medio Minimo Suplementado con 1% CMC

Componentes Cantidad (g/100mL)
Dextrosa 0,10
KoHPO, 0,70
KH2PO4 0,20

NazCsHs07 0,05
MgSOs-7H0 0,01
(NH4)2S04 0,10
Agar 2,00
Carboximetilcelulosa 1,00

Fuente. Das, Bhattacharya y Murali (2010)

Anexo 2. Composicion del medio de fermentacién

Tabla 11. Medio de fermentacion suplementado con 1% CMC

Componentes Cantidad (g/mL)
Peptona 0,5
Extracto de levadura 0,5
KH2PO4 0,1
NaCl 0,5
MgSOQOa4 0,02
Carboximetilcelulosa 1,0

Fuente. Khan et al. (2011)

Anexo 3. Ecuacion para determinar la actividad enzimatica

.z m,
concentracién de glucosa (m—i)

Ecuacioén 1: x 1000

Tiempo de incubacién (min) x vol.de enzima (mL)Xx peso molecular de glucosa

Fuente. Ghose (1987)
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