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RESUMEN

El aserrin es un subproducto con potencial en la alimentacién de rumiantes. Sin embargo, su alto contenido de
carbohidratos estructurales ha limitado su inclusién. El aserrin de pino (Pinus patula) evaluado contiene 94% MS,
0.62% PC, 0.35% cenizas, y 88.72% FDN. Mediante técnicas de laboratorio para microorganismos anaerobios, se
aislé un cultivo de bacterias ruminales degradadoras de aserrin (BRDA), formado por Bacteroides stercorys (celu-
lolitica) y un cocobacilo (sélo estimula actividad celulolitica). El cultivo de BRDA puede utilizar glucosa, galac-
tosa, fosfatos, glicina, arginina, prolina y N-acetilglucosamina. Se compard la eficiencia para degradar aserrin o
alfalfa entre BRDA y un cultivo de bacterias ruminales totales (BRT). La eficiencia para degradar aserrin de las
BRDA fue superior (p<0.05) al del cultivo de BRT, después de 72 h de incubacién (10.0 vs 2.9%). En contraste,
la degradacién de alfalfa fue mayor (p<0.05) con el cultivo de BRT (59.7 vs 22.1%). La fase lag y la eficiencia
para degradar carbohidratos estructurales (in vitro) en BRDA fue superior a la reportada en Neocallimastix fronta-
lis; por tanto, se sugiere estudiar el efecto de BRDA como inéculo alimenticio del cultivo mixto aislado, en ru-
miantes alimentados con diferentes niveles de aserrin en su dieta.
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INTRODUCCION

En México se procesan anualmente poco mas de 8 millones m3 de madera, de la cual 70% se destina a la in-
dustria del aserrio y se generan 2 800 000 m3 de aserrin (SEMARNAP, 2000). El aserrin es un producto altamente
estable, y aunque tiene ciertos usos (produccién de tabique, combustible, cama para corrales y produccion de pa-
pel), actualmente no hay alternativas para su uso a gran escala; por tanto, su acumulacion es una seria contamina-
cion de los suelos donde se deposita (Starbuck, 1997). Como una medida de control para la calidad del ambiente,
existe una regulacion federal que prohibe la quema del aserrin, por lo que en los aserraderos se regala o vende a
precios minimos, o se tira en forma clandestina para evitar su acumulacién en los aserraderos. El uso del aserrin
como alimento para rumiantes representa una alternativa para utilizar cantidades masivas del subproducto.

En la alimentacion de rumiantes se ha utilizado aserrin de encino (Quercus sp.; EI-Sabban et al., 1972) o de
pino (Pinus ponderosa; Slyter y Kamstra, 1974), concluyéndose que 10 a 15% de aserrin en la dieta no afecta
negativamente el consumo de alimento o la ganancia de peso de los animales. En contraste, 0, 15, 20, 25y 30% de
pino (Pinus ponderosa) en dietas para toretes disminuyd la ganancia de peso y consumo de alimento, aunque con
15% se redujo (13%) el costo de alimentacion (Sanchez, 1976). La baja eficiencia productiva en rumiantes ali-
mentados con aserrin, indica que los microorganismos ruminales no son muy eficientes para degradar y fermentar
el substrato, 0 que su concentracién en rumen es muy baja.

Mediante la inoculacién de bacterias seleccionadas por su capacidad para degradar aserrin, seria posible in-
crementar la concentracion de estas bacterias en el rumen y estimular la respuesta productiva en rumiantes alimen-
tados con este subproducto. El desarrollo de indculos bacterianos y su potencial para aumentar la concentracion de
bacterias deseables en el rumen, ha sido reportado con bacterias degradadoras de cascara de camarén (Cobos y
Yokoyama, 1995) y bacterias ruminales utilizadoras de &cido lactico (Wallace, 1994).

La hipdtesis del presente estudio es que hay bacterias ruminales capaces de degradar aserrin y que se pueden
aislar mediante medios anaerobios selectivos. El estudio es parte inicial de un proyecto (CONACYT: 37946-B)
gue tiene como meta producir un indculo de bacterias ruminales que permita la incorporacién exitosa del aserrin
en la alimentacién de rumiantes.

MATERIALES Y METODOS

Procesamiento del aserrin

Se recolect6 aserrin de pino (Pinus patula) en un aserradero, se moli6 a un tamafio de particula menor a 2 mm,
se secO a 70°C durante 24 h, y se determin6 su contenido de materia seca (MS), proteina cruda (PC), cenizas
(AOAC, 1984); fibra detergente neutro (FDN) y acido (FDA) segin Van Soest et al. (1991). Otra parte de la
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muestra se esteriliz6 en una autoclave a 15 psi durante 15 min, y se utilizé como substrato para preparar el medio
anaerobio selectivo utilizado para el aislamiento de bacterias ruminales degradadoras de aserrin.

Medios selectivos
La composicion de los medios de cultivo sélido y liquido (Cobos y Yokoyama, 1995) estd descrita en el Cua-
dro 1. Para conservar la anaerobiosis, los medios se prepararon bajo flujo de biéxido de carbono.

Cuadro 1. Medios de cultivo utilizados para el aislamiento de bacterias
ruminales degradadoras de aserrin de pino.

El liquido ruminal fresco se filtré con manta de cielo, se centrifug6 a 23000 g (unidades de gravedad relativa)
por 15 min a 4°C y se esteriliz6 por 20 minutos a 15 psi y 121°C. Contiene (por 1000 ml) K2HPO4 6.0 g. § Con-
tiene (por 1000 mL) KH2PO4 6 g; (NH4)2S04 6.0 g; NaCl 12 g; MgS0O4 2.45 g; CaCL-2H20 1.6 g (Bryant y
Robinson, 1962) v; b 2.5 g L-cisteine (disuelta en 15 mL de 2N NaOH), mas 2.5 g de Na2S-9H20. La mezcla es
aforada a 100 mL con H20 v

Método de aislamiento de bacterias ruminales degradadoras de aserrin (BRDA)

Se depositd 1 g de aserrin previamente esterilizado en tubos de cultivo de 18 x 150 mm y se adicionaron 9 mL
del medio de cultivo liquido (Cuadro 1), en condiciones de anaerobiosis, utilizando flujo de CO2 para evitar la
entrada de aire. Los medios de cultivo se incubaron a 38.5°C durante tres dias para comprobar que no crecieran
bacterias contaminantes. Para tener muestras de diferentes poblaciones microbianas, se utiliz6 como in6culo |i-
quido ruminal fresco de dos vacas y tres borregos provistos con canula ruminal y alimentados con alfalfa fresca
(60%) y ensilado de maiz (40%). De cada animal se recolecté 250 mL de fluido ruminal que se utiliz6 como
inéculo inicial de aislamiento. Con cada in6culo se inocularon 10 tubos de cultivo (1 ml por cada tubo) que se
incubaron a 38.5°C durante 10 d. Al término del periodo de incubacion, se seleccionaron los tres tubos de cultivo
que presentaron una mayor degradacion del aserrin, turbidez y produccion de gas, y se estimuld el desarrollo de
colonias bacterianas puras mediante la técnica del tubo rodado (Hungate, 1969) utilizando el medio de cultivo
solido (Cuadro 1). Después de 48 h de incubacion se seleccionaron las colonias con mayor concentracion (unida-
des formadoras de colonias) por ml de indculo y se reinocularon en el medio de cultivo liquido. Este proceso se
repitio tres veces para asegurar que las bacterias aisladas tuvieran un crecimiento efectivo en el medio de cultivo
selectivo para bacterias degradadoras de aserrin.

Caracterizacion de las BRDA

Para esta prueba se selecciond el cultivo mixto aislado de una de las vacas fistuladas debido a que present6
mayor produccion de gas y turbidez en el medio liquido selectivo. En las bacterias aisladas se determind su tin-
cion Gram y morfologia con ayuda de un microscopio de contraste, y su perfil metabélico mediante la técnica
semiautomatizada RapID ANA II System™ (1995).

Capacidad para degradar aserrin

Para estimar la capacidad del cultivo mixto para degradar aserrin se realizd una prueba de incubacién en tubos
de cultivo con 9 ml de medio liquido y 50 mg de aserrin (base seca). Los tubos de cultivo se inocularon con 1 mL
de BRDA o con bacterias ruminales totales (BRT), extraidas de dos vacas con canula ruminal; luego se inicid el
aislamiento y seleccion de bacterias. La capacidad para degradar aserrin se evalud a las 3, 12, 24, 48 y 72 h de
incubacion a 38.5°C. Al término de cada periodo, el aserrin no degradado se recuperd por filtracion en papel
Whatman No. 41, se sec6 a 60 oC por 24 h'y se peso para estimar la cantidad de aserrin degradado. Las pruebas se
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realizaron por triplicado. También se hizo la prueba con alfalfa deshidratada para comparar la capacidad para de-
gradar un substrato de uso comun en la alimentacion de rumiantes y con menor contenido de fibra, con la capaci-
dad para degradar aserrin de las bacterias del cultivo BRDA.

Para el analisis estadistico se utiliz un disefio completamente al azar con arreglo factorial (2x5), considerando
los cultivos mixtos de BRDA y BRT, y el tiempo de incubacion (3, 12, 24, 48 y 72 h) como factores. Las medias
se compararon con el método de Tukey, utilizando el procedimiento GLM (SAS, 1985).

RESULTADOS Y DISCUSION

Anadlisis quimicos del aserrin de pino

De acuerdo con los resultados del analisis quimico, el aserrin tiene 94% MS, 0.62% PC, 0.35% cenizas. Del
analisis de fibra se determind que la FDN es el principal componente del aserrin (94.39% de MS). Estos datos
confirman que el aserrin es una fuente exclusiva de carbohidratos estructurales, con un aporte casi nulo de protei-
nas o minerales. En el Cuadro 2 se aprecia que los resultados obtenidos son similares a los reportados por Schultz
y Taylor (1990).

Una alta concentracion de FDA en forrajes se asocia con una baja digestibilidad ruminal, mientras que una alta
concentracion de FDN se relaciona con un menor consumo de alimento (Fahey y Berger, 1988). El aserrin tiene
un alto contenido de FDN y FDA, por lo que su consumo Yy digestibilidad es bajo. Esto explica la disminucion en
consumo de alimento y ganancia de peso de rumiantes alimentados con aserrin (Sanchez, 1976; El- Sabban et al.,
1972; Slyter y Kamstra, 1974).

Aislamiento de bacterias ruminales degradadoras de aserrin (BRDA)

Del proceso de seleccidén en medios anaerobios selectivos se aislo un cultivo mixto formado por dos bacterias
Gram negativas, un cocobacilo y un bacilo en una proporcion de 45:55. Mediante la prueba de caracterizacion
metabolica se determind que este cultivo mixto puede utilizar o fermentar aserrin, glucosa, galactosa, Nacetilglu-
cosamina, ribosa, xilosa, ramanosa, celobiosa, rafinosa, fosfatos, glicina, arginina, y prolina; sin embargo, no de-
grado urea, arabinosa, fucosa, glicerol, trehalosa, fenilalanina, serina, pirroles y triptofano.

Cuadro 2. Contenido de fibra detergente neutro (FDN),fibra detergente acida (FDA) y
hemicelulosa (% de MS), en aserrin de coniferas y latifoliadas.

+ Datos estimados a partir de analisis quimicos del aserrin v;
1 Datos estimados a partir de valores originales de Schultz y Taylor (1990) v

De acuerdo con el perfil metabolico, el bacilo aislado pertenece a la especie Bacteroides stercorys, un habitan-
te natural del tubo digestivo y excretas animales (RaplD ANA |1 System, 1995). El cocobacilo es una bacteria
Gram negativa, no métil, esférica de 0.8-1.0 mm. Esta bacteria fue incapaz de crecer o degradar aserrin o celulosa
después de 72 h de incubacion en el medio de cultivo liquido (Cuadro 1). De acuerdo con la clasificacion de Holt
et al. (1994), las bacterias de este grupo no tienen actividad celulolitica. Sin embargo, el cocobacilo en el cultivo
mixto (B. stercorys + cocobacilo) causé una mayor degradacion de aserrin que la de un cultivo axénico de B. ster-
corys después de 72 h de incubacion(9.25+0.53 vs 5.25+0.65). Esto indica que el cocobacilo es una bacteria se-
cundaria requerida en el cultivo mixto para una mejor degradacion del aserrin por la especie celulolitica aislada.
Este resultado es similar al de un cultivo mixto de bacterias ruminales seleccionadas para degradar rastrojo de
maiz, y donde disminuy6 (40% a 12%) la degradacion del rastrojo de maiz (después de 72 h de incubacion) cuan-
do se evalu6 individualmente las bacterias ruminales del cultivo mixto (Miranda et al., 1999). EI mecanismo de
esta interaccion es desconocido y se requiere estudios especificos para determinar si se trata de una interaccion
microbiana de interdependencia, alimentacion cruzada, mutualismo o de otro tipo (Cobos, 2002).

Degradacion anaerobia in vitro del aserrin y de la alfalfa

Los resultados (Cuadro 3)confirmaron que las BRDA son mas eficientes (p<0.05) para degradar aserrin que las
bacterias ruminales totales (BRT) a partir de las 48 h de incubacion. Las diferencia en la degradacion del aserrin a
las 48 h de incubacidn fue de 5.5 vs 2.5%, y a las 72 h fue de 10.0 vs 2.9% (BRDA vs BRT). Aungue los porcen-
tajes de degradacion del aserrin son bajos para ambos cultivos bacterianos, el valor obtenido con la BRDA repre-
sent6 un incremento en la degradacion del aserrin in vitro de 221% y 345% (48 'y 72 h).
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Cuadro 3. Degradacion de aserrin por bacterias ruminales degradadoras de aserrin (BRDA),
0 por bacterias ruminales totales (BRT).

1,1,8,p Diferente superindice indica diferencia significativa (p<0.05) entre columnas e hileras v

En cuanto a la degradacion de la alfalfa, las BRT fueron mas eficientes (p<0.05) que las BRDA en todas las
incubaciones (Cuadro 4). La degradacion in vitro de la alfalfa por el cultivo de BRT esta dentro de los valores
promedio para bacterias ruminales totales (Vélez y Cobos, 1997). Aunque el cultivo de BRDA degradd un mayor
porcentaje de alfalfa que de aserrin después de 72 h de incubacion (22.1 vs 10.0), se puede notar que en el caso del
aserrin la degradacién aumentd a partir de las 24 h de incubacion, mientras que la degradacion de alfalfa se detuvo
a las 24 h sin presentar diferencias significativas (p>0.05) a las 48 y 72 h. Estos resultados indican que el cultivo
aislado de BRDA tiene una capacidad menor para degradar alfalfa, pero superior para degradar aserrin que el de
las BRT.

Cuadro 4. Degradacion de alfalfa por bacterias ruminales degradadoras de aserrin (BRDA),
0 por bacterias ruminales totales (BRT).

+,1,8,p,8,7+ Diferente superindice indica diferencia significativa (p<0.05) entre columnas e hileras

Los inéculos de BRDA y BRT utilizados en la degradacion in vitro del aserrin se obtuvieron de las mismas va-
cas, lo que sugiere la existencia de bacterias degradadoras de aserrin en rumen. Sin embargo, considerando la baja
degradacion del aserrin obtenida con el cultivo mixto de BRT, se estima que su concentracién en rumen debe ser
minima o que algun factor quimico o fisico del ambiente ruminal no favorece su actividad.

La fase de adaptacion (lag) en el medio de cultivo con aserrin fue demasiado larga (24 h)para el cultivo mixto
de BRDA y BRT en comparacion con el medio de cultivo con alfalfa, donde la degradacion del sustrato se inicié a
las 3 h de incubacion. Aunque las BRDA degradaron mas alfalfa que aserrin a las 72 h (22.1 vs 10.0%), la degra-
dacion de la alfalfa se detuvo a las 24 h, mientras que la de aserrin continué en aumento. Lo anterior indica que el
cultivo de BRDA desarroll6 una represion catabdlica en alfalfa, reprimiendo la sintesis de enzimas para degradar
carbohidratos estructurales, mientras habia carbohidratos solubles o de facil catabolismo. La represion catabolica
de carbohidratos estructurales se ha demostrado en bacterias fibroliticas como Ruminococcus albus (Thurston et
al., 1994) y Streptomyces reticuli (Walter y Schrempf, 1996), las cuales inhiben su sintesis de enzimas celuloliti-
cas o los sistemas de transporte de los carbohidratos que componen la hemicelulosa en presencia de glucosa, gli-
cerol y fructosa.

Como se puede observar en el Cuadro 3, sélo a las 48 h de incubacion se inicié una degradacion significativa
(p<0.05) del aserrin en los medios inoculados con BRDA, con un méaximo de 10% a las 72 h de incubacion. El
amplio periodo de la fase lag (48 h) y la baja degradacion del aserrin expresado en el cultivo mixto BRDA, sugie-
re que el cultivo aislado no es tan eficiente como se esperaba.

Sin embargo, estos resultados son superiores a los obtenidos in vitro con Neocallimastix frontalis, un hongo
ruminal con alta capacidad para degradar carbohidratos estructurales, una fase lag un poco superior a las 48 h y
una degradacion méaxima de celulosa de 10% a las 100 h de incubacién en un medio anaerobio similar al utilizado
en este estudio (Bauchop y Mountfort, 1981).

De acuerdo con Joblin et al. (1990), la menor eficiencia que muestran microorganismos ruminales degradado-
res de celulosa, se debe a que los medios de cultivo en los estudios in vitro no incluyen todas las condiciones fisi-
coquimicas y nutritivas presentes en rumen, aunado a la falta de interacciones con otros microorganismos que
estimulan su actividad (bacterias metanogénicas). Por tanto seria posible una mayor eficiencia una vez que se
introducen microorganismos seleccionados al rumen. Lo anterior hace necesario evaluar la actividad del cultivo
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mixto de BRDA como inoculo en rumiantes alimentados con aserrin, antes de concluir acerca de su utilidad. Asi
mismo, se requieren estudios in vitro que permitan establecer las interacciones microbianas y factores de creci-
miento necesarias para disminuir la fase lag y aumentar la degradacion de aserrin. Por ejemplo, la inclusion de
bacterias metanogénicas en cocultivo con Neocallimastix frontalis, incrementé la degradacion de celulosa por el
hongo de 10% a 70% después de 100 h de incubacion (Bauchop y Mountfort, 1981).

CONCLUSIONES

De acuerdo con su alto contenido de FDN y FDA, el aserrin se compone principalmente de carbohidratos es-
tructurales con muy baja digestibilidad ruminal. Mediante el uso de medios selectivos para microorganismos an-
aerobios y a partir de fluido ruminal fresco, es posible aislar bacterias ruminales con mayor capacidad para degra-
dar aserrin. La fase de adaptacion fue lenta y la degradacién de aserrin baja con el cultivo mixto de BRDA aisla-
do, pero superior a la reportada con otros microorganismos ruminales celuloliticos. Por tanto, su uso potencial
como ino6culo en dietas para rumiantes alimentados con aserrin dependera de una evaluacion in vivo del cultivo
mixto aislado.
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