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RESUMEN

Los pastos y forrajes son la principal fuente de alimentos para
los bovinos en el trépico, pero la produccién forrajera varia
en calidad y cantidad a través del afio afectando directamente
la productividad del ganado. Una alternativa en épocas de se-
quias es el uso de cafia de aziicar (CA), pero tiene baja diges-
tibilidad (20 %), poca proteina (2.5 a 4.5 %) y un desbalance
mineral. El objetivo de este estudio fue evaluar el uso de la CA
integral en un proceso biotecnoldgico de fermentacion en es-
tado sélido (FES) con un hongo de la pudricién blanca (Pleu-
rotus sapidus). Se evalué la composicién quimica del FES en
el dia 0 (CF-0) y 15 (CF-15) y los valores de DIVMS, PT,
FDN y FDA fueron: 1) para CF-0, 59.17, 2.53, 50.18 y 31.80
%s; 2) para CF-15, 65.08, 6.23, 74.24 y 60.84 %. La actividad

enzimdtica de celulasas, xilanasas y lacasas se evalué sélo para
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CF-15:1.96, 2.08 y 5.25 Ul g~' MS. Los ensilados de CA inte-
gral incluyeron 0, 10 y 20 % de CF-15 y se evaluaron cambios
en su composicién quimicaa 0, 8 y 16 d de ensilaje. Alos 16 d
los ensilados mostraron pH 4.2 y aumento (p=<0.05) del 4ci-
do lactico, acético, NH,-N; en el tratamiento con 20 % CF-15
hubo mayor (p=<0.05) DIVMS (69.19 %) y volumen mdximo
de produccién de gas in vitro (207.09 mL mg~' MS). El and-
lisis de los resultados sugiere que se pueden incluir fermentos
sélidos con P. sapidus para mejorar la DIVMS y las variables

fermentativas de los ensilados de CA integral.

Palabras clave: Pleurotus sapidus, celulasas, digestibilidad, laca-

sas, fibra, xilanasas.
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a cana de azdcar (CA) es un recurso forra-

jero abundante en el trépico mexicano y

su inconveniente principal es el contenido
escaso de proteina y la digestibilidad baja de la fibra
debido a que sus paredes celulares tienen contenido
alto de hemicelulosa, celulosa y lignina (Cano ez 4.,
2003). Por tanto, se usan tratamientos fisicos, qui-
micos y biolégicos o sus combinaciones para reducir
su contenido de fibra, particularmente el complejo
lignocelulésico (Fahey er al., 1993). Los tratamien-
tos bioldgicos con hongos de la pudricién blanca han
mostrado grandes ventajas, por sus enzimas fibroli-
ticas (extractos fibroliticos) obtenidas por técnicas
biotecnoldgicas como fermentacién liquida y en es-
tado sélido, han contribuido a la pre-digestion de la
fraccién fibrosa de diversos forrajes y subproductos.
Para estos tratamientos se consideran el tipo de fo-
rraje, dosis, dieta, presentacién del producto (liquido
o sélido) y su incorporacién al sustrato de interés
(Hristov et. al., 1998; Jal¢ et. al., 1999; McAllister
et. al., 1999; Cuervo et. al., 2009). Entre las enzi-
mas que producen estos hongos de pudricién blanca
estan: celulasas (E.C.3.2.1.4), lacasas (E.C.1.1.0.3.2)
y xilanasas (E.C.3.2.1.8), que participan en la ruptu-
ra de compuestos polifendlicos, enlaces glucosidicos
B-1,4 en polisacdridos como la celulosa y hemicelu-
losa, de la pared celular unidos a lignina. El objetivo
del presente estudio fue evaluar el efecto de la inclu-
sion de diferentes porcentajes de fermento en estado

s6lido, a base de cana de aziicar, y el hongo Pleurotus
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sapidus en ensilados de CA integral.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Forraje

Se usé CA integral (hojas, tallo y cogollo) varie-
dad MEX 79-431, de un ano de edad, recolectada
de una parcela en el Municipio de Ciudad de Ayala,
Morelos, México, ubicado a 18° 46’ 0” N y 98° 59
0” O y a 1400 m de altitud; con clima célido subhu-
medo, precipitacidn y temperatura promedio anual
de 800 mm y 24 °C. La CA se troced a un tamafo
de particula de 1.5 a 2.5 cm con una picadora de cu-

chillas con motor a gasolina de Y2 HP (marca Azteca,

México).

Obtencién de fermentado en estado sélido CF-0

y CF-15

Para obtener el fermentado en estado sélido (FES)
CF-0 y CF-15 se usaron 9.200 kg de CA integral
oreada 48 h, con volteos cada 8 h, y se mezclaron
con 800 g de micelio activado con el hongo P sapidus
(CF-0) obtenido de la empresa Prodicet (México). El
FES se almacené en bolsas cerradas de pldstico, trans-
parentes, calibre 7, con perforaciones (1 cm), que se

mantuvieron a la sombra por 0 (para CF-0) y 15 d
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(para CF-15) a 28 °C.

Andlisis quimicos de CF-0 y CF-15

En CF-0 y CF-15 se evalué materia seca (MS),
proteina total (PT) segin AOAC (1995), fibra de-
tergente neutro (FDN) y dcido (FDA), hemicelulosa
(HMCE) de acuerdo con Van Soest ez. al. (1991) y
digestibilidad 7z vitro de la MS (DIVMS) con el mé-
todo de Menke ez. /. (1979).

Extracto enzimatico del CF-15

Durante 20 min se maceraron 30 g de CF-15 en
un mortero con 45 mL de amortiguador de citrato
pH 5.3 y 50 mM, se prensé manualmente y filtré
a través de gasa (Ayala er @/, 2011). El liquido re-
sultante se centrifugd 20 min (10 000 rpm) a 4 °C,
para obtener el extracto enzimdtico (liquido sobre-

nadante).

Proteina soluble y actividad enzimdtica

La proteina soluble se midié con el método de
colorimetria de proteina ligada (Bradford, 1976). El
estindar fue seroalbumina bovina 0.15 M (SIGMA)
disuelta en amortiguador de citrato 50 mM y pH
5.3, la mezcla de reaccién fue de 800 mL de extracto
enzimdtico y 200 mL de reactivo de Bradford (Bio-

Rad), se agit6 vigorosamente en vértex y después de

5 min se leyé a 1 595 nm en un espectrofotémetro
(Perkin Elmer UV/VIS, USA).

La actividad enzimdtica de celulasas y xilanasas
se midié6 con el método del dcido dinitrosalicilico
(DNS) para azicares reductores (Miller, 1959). En el
método para celulasas, modificado por Marquez ez al.
(2007) y Ayala ez al. (2011), se usa como sustrato car-
boximetilcelulosa (CMC, viscosidad media; Sigma-
Aldrich C4888) al 0.5 % en amortiguador de citrato
50 mM y pH 4.8. En el caso de las xilanasas, segtin
la técnica modificada por Loera y Cérdova (2003), se
usan como sustrato xilano de avena (Sigma X-0627)
2 0.5 % en amortiguador de citrato 50 mM y pH 5.3.
La lectura se realiz6 a | 540 nm con un espectrofo-
témetro (Perkin Elmer UV/VIS, USA). La actividad
enzimadtica se reporté como unidades internacionales
(UI), definidas Ul, como la cantidad de enzima que
produce un 1 gmol de azicares reductores (xilosa o
glucosa) por min en las condiciones de la reaccién.

La actividad de lacasas se determiné segin Bour-
bonnais et al. (1997) con 2, 2’ azino-bis 3-etilbenzo-
tiazolin-6-4cido sulfénico (ABTS) como sustrato 0.1
M en amortiguador de citrato 50 mM y pH 5.3, con
una extincién molar de 36 000 M~! cm™'. Las me-
diciones se realizaron cada 30 s por 5 min a 1420 nm
con un espectrofotémetro (Perkin Elmer UV/VIS,
USA), definiendo Ul como la cantidad de enzima
producida por Immol de substrato oxidado por mi-

nuto de reaccidn.

PELAEZ-ACERO et al. 3
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Ensilaje

El material para ensilar (CAM) consistié de la
mezcla de 44 kg de CA integral (tamafo de particula
2.5 cm), 5 kg de maiz molido, 0.73 kg de urea, 0.26
kg de sales minerales para bovinos (Minelap, phos,
LAPISA) y 0.02 kg de sulfato de amonio (Gémez
et al., 2011). Para obtener los tratamientos (cuatro
repeticiones) se incluy6 al CAM 0, 10 y 20 % de CF-
15, conservdndolos 0, 8 y 16 d en microsilos (1 kg)
de bolsa de plistico polietileno negro (calibre 5). La
mezcla se compacté y la bolsa se sellé herméticamen-
te, y conservé entre 25 a 28 °C. Asi, los tratamien-
tos fueron: CAM-0 % d0 (dia 0), CAM-10 % dO,
CAM-20 % d0, CAM-0 % d8 (dfa 8), CAM-10 %
d8, CAM-20 % d8, CAM-0 % d16 (dia 16), CAM-
10 % d16, y CAM-20 % d16.

Andlisis quimicos de los ensilados

Se evalué FDN, FDA, HMCE (Van Soest et al,
1991), PT y MS (AOAC, 1995), carbohidratos so-
lubles (Dubois ez al., 1956), 4cido lictico (Tejada,
1985), écido acético (Erwin ez al., 1961), nitrége-
no amoniacal (McCullough, 1967), y pH, con po-
tenciémetro (modelo 10 Fisher Scientific, USA)

(AOAC, 1995).

Volumen mdximo de produccién de gas (Vmax;

mL g~ MS)
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Los ensilados y CF-15 se deshidrataron y molie-
ron (2 mm). De cada tratamiento se coloc6 0.5 g en
un frasco de vidrio dmbar y se agregaron 90 mL de
in6culo ruminal con flujo continuo de CO,. Se usé
liquido ruminal de dos novillos canulados, adapta-
dos a una dieta con 60 % de CA integral y 40 % de
concentrado comercial para bovinos (18 % PT). Los
frascos se cerraron herméticamente y se colocaron en
bafio marfa a 39 °C (Theodorou ez al., 1994). Las
variables fueron: 1) presién de gas a 0, 1, 2.5, 4, 6,
9, 12, 16, 20, 24, 28, 34, 40, 46, 54, 62 y 72 h de
incubacién; 2) DIVMS (Menke ez al., 1979) a las 72
h. El liquido ruminal fermentado de cada frasco se
filtr6 con papel Whatman # 54 y se deshidraté (60
°C, 24 h) en una estufa de aire forzado. Para calcular
el volumen médximo de produccién de gas (Vmax;
mL g=' MS) se us6 el modelo logistico VA=Vmax
/ (1+exp (2-4*s*(t-L)) descrito por Schofield y Pell
(1995), donde: VA = volumen de gas producido al
tiempo t, Vmax= volumen méximo de gas produci-
do, s= tasa de produccién de gas, t= tiempo, y L=
tiempo de retardo. Los valores de presién de gas (kg
cm™?) se transformaron a volumen de gas (mL g™

MS) con un modelo de regresién lineal.

Analisis estadistico

Para el FES con CF-0 y CF-15 el disefo expe-

rimental fue completamente al azar, con cuatro re-
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peticiones por tratamiento y se analizaron con el
procedimiento GLM (SAS, 2000), y las medias se
compararon con la prueba de Tukey (p < 0.05). El

modelo estadistico fue:

Yij:,u+‘L’i+€ij

donde, Y, = variable de respuesta en el i-ésimo tra-
tamiento (CF0, CF-15) y j-ésima repeticién (1, 2, 3
y 4); 4 = media general; T, =efecto del i-ésimo trata-

miento; €, = error aleatorio.

Para los ensilados el disefio experimental fue de
parcelas divididas (Kuehl, 2001), con el siguiente

modelo estadistico:

Yijk =U+ ai +dik +ﬂj +8 * (Ocﬂ)ij +Ey

donde, Yijk= variable de respuesta; 4 = media general;
a = efecto del porcentaje de inclusién de CF-15, , =
0, 10 y 20 %; d, = error asociado al porcentaje de
inclusién de CF-15; 8 = efecto del dia de ensilaje;
g,=error asociado al dfa de ensilaje; 3, = interaccién
de la inclusién de CF-15 y del dfa de ensilaje; ¢, =
error general, siendo =123y 4. El andlisis de va-
rianza se realizé con el procedimiento GLM (SAS,
2000) y la comparacién de medias con la prueba de

Tukey (p=<0.05).

REesuLTADOS Y DISCUSION

El contenido de humedad de la CA integral dis-
minuy6 de 84.74 a 75.99 % después de 48 h de ai-
reacién, obteniendo un nivel éptimo para una buena
fermentacién en estado sélido. Preston et al., (1976)
y Pedroso er al., (2008) indican que es importante
reducir la humedad a < 80 % para optimizar las con-
diciones de FES y el crecimiento microbiano. La PT
aument6 (p=<0.05) mds de 3 % de CF-0 a CF-15
(Cuadro 1), lo cual se atribuye a la proteina micro-
biana y enzimas obtenidas del FES (Rajarathnam,
1979; Nair, 1989; Shashirekha ez /., 2005). La FDN
y FDA aumentaron (p=<0.05) de 50.18, y 31.80 %
en CF-0 a 74.24 y 60.84 % en CF-15, debido a la
sintesis de 4dcidos orgdnicos y consumo de carbo-
hidratos solubles por el hongo durante la FES. La
hemicelulosa disminuyé (p=<0.05) 5 % de CF-0 a
CF-15, debido a la accién de las xilanasas durante el
proceso de fermentacién (Schmidt ez 4/, 2007). La

DIVMS fue mayor (p=<0.05) en CF-15 que en CF-0

Cuadro 1. Andlisis quimico de CF-0 y CF-15 .

Table 1.

Variable (%) CF-0 CF-15
MS 35.26b £ 0.50 44.01a + 0.91
PT (N x 6.25) 2.53b = 0.42 6.23a = 0.33
FDN 50.18b + 0.97 74.24a * 0.99
FDA 31.80b = 0.82 60.84a + 1.48
Hemicelulosa 18.38a *+ 0.54 13.40b * 0.87
DIVMS 59.10b + 0.67 65.08a = 0.56

a,b Literales diferentes por fila (p=<0.05). DIVMS = desaparicién
in vitro de la materia seca; PT = proteina total; MS = materia
seca. = = error estindar de la media %

X

X
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lo cual se puede atribuir a la accién de enzimas fibro-
liticas y de lacasas producidas por el hongo (Mdrquez
et al., 2007).

Las actividades enzimdticas en CF-15 fueron
2.08+0.37 para xilanasas, 5.25+0.56 para lacasas
y 1.98%0.13 Ul g MS™' para celulasas. Lo anterior
difiere de lo observado en bagazo de cana de azticar
y Pleurotus ostreatus IE8 en FES de 14 d, de 27.41
para xilanasas, 15.54 para lacasas y 0.96 Ul g~! MS
para celulasas (Mdrquez et al., 2007), asi como 20
para xilanasas, 0.06 para lacasas y 0.15 UI g=! MS
para celulasas, en P ostreatus IE8 y bagazo de CA en
FES de 15 d (Membrillo et. al., 2011). Las activida-
des enzimdticas en esta investigacién con CA integral
y P sapidus con 15 d de fermentacién fueron me-
nores para xilanasas, lacasas y mayores para celulasas
por la especie de hongo, el sustrato contenia menor
cantidad de materia seca (35.36 %) y no se realizé
un pre-tratamiento de pasteurizacion o esterilizacion.
Esta tltima es una actividad comtn para el desarrollo
6ptimo del micelio del hongos (Gusakov y Sinitsyn,
1992; Sdnchez, 2004).

En los ensilados, la produccién de NH,-N y 4ci-
dos orgdnicos (acético y lictico) fue mayor (p=0.05)
al disminuir el porcentaje de inclusién de CF-15, lo
que reflejé mayor contenido de carbohidratos solu-
bles. En cambio al incrementar (p=<0.05) los dias
de ensilaje disminuyeron los carbohidratos solubles
y aumentaron el NH -N, dcido ldctico y acético. La

interaccién porcentaje de inclusién y dias de ensila-
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je fue significativa (p=<0.05), y el ensilaje de mejor
calidad se obtuvo con pH 4.4, 3.2 de carbohidratos
solubles, 16.36 de 4cido lactico, 14.53 de dcido acé-
ticoy 6.15 % de NH,-N (Cuadro 2). Estos datos son
congruentes con los modelos de ensilaje con consu-
mo de carbohidratos solubles y produccién de 4ci-
dos orgédnicos (Caneque y Sancha, 1998) y procesos
quimico-biolégicos por accién de las enzimas de la
planta y microorganismos ldcticos, que disminuyen
el pH y estabilizan el producto ensilado (Schmith ez
al., 2007). Los resultados del presente estudio son si-
milares a los de Alcdntara ez al., (1989) y Pedroso ez
al. (2008) con ensilados de CA y diferentes aditivos
(NaOHy cultivos bacterianos).

Al incrementar (p=<0.05) el porcentaje de inclu-
sién CF-15 disminuy6 el contenido de FDN y FDA
e incrementé la hemicelulosa (Cuadro 3). La interac-
cién porcentaje de inclusion y dias de ensilaje fue sig-
nificativa (p=<0.05) obteniendo un ensilaje con 20 %
de CF-15 a 16 d con mayor FDN, FDA, hemicelu-
losa y proteina. Estos resultados son similares a los de
Pedroso et al. (2005), en los que la variacién de FDN
y FDA en el tiempo de ensilaje estd relacionada con
los cambios en azicares solubles. Similarmente en el
tratamiento con 20 % de inclusién a 16 d de ensila-
je mostr6 (Cuadro 2) una considerable disminucién
de los carbohidratos solubles, incrementé de 4cidos
orgdnicos, principalmente 4cido ldctico, el cual con-
lleva a disminuir el pH y estabilizar el ensilado.

La DIVMS a las 72 h (Figura 1) fue 69.1 % en
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Cuadro 2. Variables fermentativas de los ensilados con CF-15.

Table 2.
MS %

Tratamiento pH Carbohidratos solubles Acido lactico Acido acético NH,-N
CAM-0 % d0 5.46a = 0.32 9.14a = 0.81 6.32¢ = 0.88 ND 3.80ef + 0.87
CAM-10 % d0 5.50a £ 0.15 7.68b * 0.77 6.09¢ = 0.95 ND 4.14e * 0.32
CAM-20 % d0 5.56a = 0.41 7.58b * 0.93 5.58f + 0.72 ND 3.54f + 0.18
CAM-0 % d8 4.30b * 0.19 5.59¢ = 0.86 13.54d * 0.66 12.09d + 1.12 5.31c =+ 0.41
CAM-10 % d8 4.60b * 0.45 5.32c¢ * 0.94 13.72d + 1.03 9.88¢ £ 1.32 5.21c £ 0.21
CAM-20 % d8 4.70b * 0.51 4.87d * 0.73 13.54d + 0.95 9.55¢ £ 0.87 5.02d = 0.16
CAM-0 % d16 4.00c * 0.34 4.05dex 0.96 19.44a * 0.87 20.41a * 1.43 7.36a * 0.45
CAM-10 % d16 4.20bcx 0.27 3.38f + 0.78 17.71b * 0.92 18.70b * 1.65 7.18a %= 0.25
CAM-20 % d16 440b * 0.11 3.20f + 0.76 16.36c * 0.82 14.53¢ += 1.11 6.15b * 0.20

a,b,c,d,e,f Literales diferentes por columna (p=<0.05). ND= no detectable; NHS-N:nitrégeno amoniacal; *=error estdndar de la media

K3
X

Cuadro 3. Anélisis quimico de los ensilados con CF-15.

Table 3.
% MS

Tratamiento

FDN FDA Hemicelulosa PT (N x 6.25)
CAM-0%d0 51.61f + 3.34 31.91f +2.54 19.70e =+ 1.56 12.62d = 2.45
CAM-10%d0 51.30f * 2.67 32.68f *3.91 18.62¢f =+ 3.78 13.11d =+ 3.01
CAM-20%d0 50.90g = 3.76 30.08g *4.05 20.82d = 3.87 13.4cd =+ 2.11
CAM-0%d8 59.12d = 4.01 34.45de + 4.76 24.67b = 3.87 14.07¢ = 2.65
CAM-10%d8 58.95d * 2.67 35.29d +2.87 23.66bc = 2.14 14.16c =+ 1.89
CAM-20%d8 56.31e = 4.65 34.05¢ = 3.38 22.26c * 2.89 14.98ab = 1.59
CAM-0%d16 63.282 = 5.65 38.90a *5.76 24.38b = 1.54 14.70bc = 2.76
CAM-10%d16 62.25ab*+ 4.88 37.77b *3.54 24.48b = 2.64 14.82bc = 1.59
CAM-20%d16 61.82c = 3.35 36.62c *4.06 25.20a = 2.79 15.32a =+ 1.42

a,b,c,d,e,f.g Literales diferentes por columna (p=<0.05). PT = proteina total; * = error estindar de la media. #

X

el tratamiento con 20 % de inclusién de CF-15y 16
d de ensilaje; fue el mayor (p=<0.05) valor debido a
que las enzimas fibroliticas y lacasas de P sapidus afec-
taron la pared celular (FDN y FDA) durante la fer-
mentacion en estado sélido y coadyuvé en el proceso
de ensilaje (Cuadro 2). Estos resultados son similares
a los reportados por Dean ez a/l. (2005) al incorporar

enzimas fibroliticas (celulasas y hemicelulasas) en en-

silajes de pasto bermuda (Cynodon dactylon) y a los
observados por Magana ez al. (2009) quienes sehalan
que la DIVMS de cafna de azticar aumenta después
de 30 d de ensilaje.

Durante la fermentacién iz vitro el mayor valor
(p=0.05) de Vmax se obtuvo en el dia 16, con 10 y
20 % de CF-15 (203.92 y 207.09 mL 500 g "' MS),

lo cual se puede atribuir a la accién de las enzimas

PELAEZ-ACERO et al. 7
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Figura 1. Digestibilidad de la materia seca de ensilados con CF-15 a 72 h de fermentacién iz vitro. 1 = error estindar de la media.

Figure 1.

producidas durante la FES en el producto CF-15, ensilaje y la adicién del fermentado mejoran la dis-

dcidos orgdnicos liberados durante el ensilaje (bacte- ponibilidad de los componentes nutritivos existiendo

rias ldcticas) y flora microbiana ruminal que promo- un efecto benéfico en los microorganismos ruminales

vieron una mayor disponibilidad de carbohidratos cuando son incorporados en la alimentacién de ru-

estructurales y solubles de la pared celular (Cuadro miantes (Wallace et 2L, 2001).

2) del material ensilado. Lo anterior indica que el En general las caracteristicas organolépticas (color

250
1 CAM- 0%
B CAM-10 %
200 mE CAM -20 %
150 —
100 —
157.63 187.2
50
0
dia 0 dia 8 dia 16

Figura 2. Produccién mdxima de gas in vitro evaluada a 72 h, de ensilados con CF-15. L= error estidndar de la media.
Figure 2.
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verde claro y aroma agradable de fruta madura) de
todos los ensilados con CF-15 correspondieron a lo
descrito por Caneque y Sancha, (1998) como ensila-

dos de forrajes de buena calidad.

CONCLUSIONES

La fermentacion en estado sélido de cana de azu-
car integral con Pleurotus sapidus genera un producto
con actividad enzimdtica fibrolitica que promueve
el fraccionamiento de compuestos fendlicos, confie-
re mayor digestibilidad de la fibra y con ello mayor
disponibilidad para los microorganismos ruminales.
Al incluir 20 % de CF-15 en ensilados de 16 d, dis-
minuye la pérdida de proteina y aumenta la produc-
cién de dcido ldctico, que estabiliza la fermentacién
anaerobia y conserva al producto durante el proceso
de ensilaje. Por tanto, ensilar productos donde exis-
tan procesos biotecnolégicos combinados puede ser
una alternativa para mejorar la calidad nutricional
del producto final que se usard en la alimentacién de

rumiantes.
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