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ESTUDIO DEL CULTIVO SOLIDO DE PAJA DE SORGO EN LA PRODUCCION DE
ENZIMAS FIBROLITICAS Y DIGESTIBILIDAD RUMINAL IN VITRO CON Fomes
fomentarius EUM1 y Pleurotus sapidus.

Marcela Villegas Castafieda, MC
Colegio de Posgraduados, 2010.

Se estudio el cultivo sélido con Fomes fomentarius EUM1 y Pleurotus sapidus en paja
de sorgo, con un tratamiento alcalino y humedo. El cultivo se realizdé durante 20 dias
previo tratamiento con humedad y Ca OH; por 24 h. Se midio la produccion de enzimas
celulasas, xilanasas y lacasas (complejos lignoceluldsicos) producidas en los dias 0,
9,15 y 20 de fermentacion Se encontré una actividad maxima de celulasas para el
hongo F. fomentarius EUM1 de 15.24 +0.99 U/gss y para P. sapidus de 6. 51+0.81
U/gss. La maxima actividad xilanasas en F. fomentarius fue 79.45+8.69 U/gss y para
Pleurotus 24.90+0.71 U/gss. También se midi6 la proteina soluble, la mayor cantidad
se cuantifico al dia 20. Los cambios en la composicion nutricional de la paja variaron
paralelamente a la produccién de los complejos lignocelulésicos. La proteina total
aumento un 2 % con respecto al tiempo inicial y la perdida de lignina fue de 2 % en
promedio. Ademas se midieron cambios en las variables fermentativas in vitro mediante
la técnica de produccion de gas, para determinar el efecto del cultivo sélido y sus
complejos lignocelulésicos méas el tratamiento con CaOH2 en fresco y seco. El
tratamiento de la paja con F. fomentarius EUM1 y P. sapidus decrementé las variables
fermentativas, en cambio el tratamiento Unicamente con Ca OH, produjo un mejor
volumen de gas. La combinacion de ambos tratamientos no tuvo sinergia y detrimento
la tasa de produccion de gas y digestibilidad .El tratamiento con hongos incrementé la
biomasa y la adherencia microbiana aspecto de suma importancia en la nutricion de
rumiantes. Y se concluye que el tratamiento con Ca (OH), mejora las caracteristicas de
la paja, pero el cultivo sélido provee de algunos metabolitos nutritivos a la paja que

aumentan la microbiota ruminal.

Palabras clave: Cultivo solido, paja de sorgo, Pleurotus sapidus, Fomes fomentarius,

produccion de gas



STUDY OF SOLID CULTURE OF SORGHUM STRAW IN THE PRODDUCTION OF
FIBROLITIC ENZYMES AND DIGESTIBILITY IN VITRO WITH Fomes fomentarius
EUM1 and Pleurotus sapidus.

Marcela Villegas Castafieda, MC.
Colegio de Posgraduados, 2010

The solid culture was studied with Fomes fomentarius EUM1 and Pleurotus sapidus
sorghum straw with an alkaline treatment and moisture. The culture was realized for 20
days previous treatment with dampness and Ca (OH), for 24 h. The production of
enzymes measured up celullases, xylanases and laccases (lignocellulosic complexes)
produced in the Oth, 9, 15 and 20 day of fermentation. It found maximum activity of
celullases for the mushroom F. fomentarius EUM1 of 15.24 +0.99 U/gss and for P.
sapidus of 6.51 + 0.81 U/gss. The maximum activity xylanases in F. fomentarius was
79.454£8.69 U/gss and for P. sapidus 24.90+0.71 U/gss. Also the soluble protein was
measured up, the major quantity was quantified a 20" day. The changes in the
nutritional composition of the straw changed parallel with the production of the
lignocellulosic complexes The total protein increased 2 % with regard to the initial time
and the loss of lignin was 2 % in average. In addition changes measured up in the rates
of gas production to determine the effect of the solid culture and its lignocellulosic
complexes more the treatment with Ca (OH), in freshly and dry. The treatment of
sorghum straw with F. fomentarius EUM1 and P. sapidus decreased the rates of gas
production, on the other hand the treatment only with Ca (OH), produced better volume
of gas. The combination of both treatments did not have synergy and decreased the
rate of gas production and digestibility. The treatment with fungi increased the biomass
and the microbial adherence topic important in the nutrition of ruminants. The treatment
with Ca (OH), improves the straw but the solid culture provides probiotic components or

nutrients that increase the ruminal microbiota.

Key words: solid culture, Pleurotus sapidus, Fomes fomentarius, gas production,

sorghum straw



INTRODUCCION GENERAL

La busqueda de estrategias para un maximo aprovechamiento de los esquilmos
agricolas en paises en desarrollo, con recursos naturales en deterioro y una poblacion
insatisfecha en sus necesidades agroalimentarias, es un problema a resolver mediante
la investigacion cientifica. Los esquilmos agricolas son utilizados en la alimentacion de
especies pecuarias como complemento a las necesidades nutricionales que no
satisfacen ingredientes energéticos como el sorgo, la soya y otros, cuyo costo es alto.
Las alternativas biotecnologicas permiten utilizar subproductos con mayor eficiencia,
sin dafio al ambiente, inocuidad y beneficios superiores asi como degradar
parcialmente algunos de sus componentes. Las células vegetales de los esquilmos
estan constituidas mayormente por fibra y algunos de sus polisacaridos no son
degradables por las enzimas de los rumiantes. Nutricionalmente la fibra se define como
una entidad quimica heterogénea, constituida por celulosa, hemicelulosa y lignina,
ademas de minerales y otros compuestos (Van Soest, 1994). La concentracion de fibra
incrementa a medida que la planta madura, es la fraccion menos degradable del
alimento, pero los rumiantes pueden utilizar estos componentes debido al rumen que
es un ecosistema fibrolitico anaerobio (Weiss, 1993; Mertens, 1997). La fibra en su
fraccidon neutro detergente determina la digestibilidad de un forraje y constituye de 30 a
80% de la materia organica; el remanente son componentes celulares completamente
digestibles (Bayley y Ulyatt, 1970; Weiss, 1993; Nussio et al., 2000). Otro factor que
limita de manera directa la digestibilidad es la lignina, por sus enlaces quimicos
altamente estables y la toxicidad que puede crear al ambiente ruminal (Chesson y

Forsberg, 1988; Jung y Deetz, 1993). Diferentes estrategias se han probado in vitro e in



vivo para mejorar o transformar la composicion de esquilmos agricolas. Algunos
tratamientos quimicos y biolégicos han demostrado ser eficientes, confiriendo al forraje
lignificado una mejor digestibilidad, ademas de agregar algunos componentes que le
dan un mayor valor nutricional. Asi los hongos de la pudricion blanca son organismos
claves en el ciclo del carbono y adquieren importancia por la modificacion de las macro
estructuras lignocelulésicas (Hammel, 1997). Conocer al microorganismo adecuado
con especificidad sobre el sustrato a utilizar es un factor fundamental para el éxito o
fracaso del tratamiento del forraje. En este estudio se evalué el cultivo solido de paja de
sorgo con Pleurotus sapidus y Fomes fomentarius EUM1 y tratada con Ca (OH),, para
apreciar el efecto en la actividad enzimética (celulasas, xilanasas y lacasas) asi como
cambio del sustrato, la produccién de gas y la desaparicion de la materia seca con la

técnica de produccién de gas in vitro, producciéon de AGV y nitrégeno amoniacal.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar los cambios en la calidad nutritiva, produccion de gas y desaparicion de
la materia seca in vitro de la paja de sorgo tratada con Ca (OH), y Pleurotus sapidus o
Fomes fomentarius EUM1 y medir la produccion de celulasas, xilanasas y lacasas

obtenidos del cultivo so6lido

OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar la capacidad de invasion en paja de sorgo de los microorganismos
lignocelulésicos Pleurotus sapidus y Fomes fomentarius. EUM1 en funcién de la

velocidad de crecimiento radial y produccion de biomasa.

« Evaluar tratamientos con y sin Ca (OH), en la calidad nutritiva de la paja, en

cultivo sélido con los hongos Pleurotus sapidus y Fomes fomentarius EUM1.

« Evaluar la influencia del tratamiento con y sin Ca (OH), sobre la actividad

enziméatica (celulasas, xilanasas y lacasas) de los hongos Pleurotus sapidus y

Fomes fomentarius EUML1.

« Evaluar la produccion de gas y desaparicion de la materia seca in vitro del

cultivo sélido con los hongos Pleurotus sapidus o Fomes fomentarius EUM1.

HIPOTESIS

La inoculacion de los hongos Fomes fomentarius EUM1 y Pleurotus sapidus en
paja de sorgo pre-tratada con hidroxido de calcio Ca (OH),, induce la formacion de

complejos enzimaticos lignino-celuloliticos, que mejoran la calidad nutritiva del



subproducto agricola, la producciéon de gas in vitro, variables fermentativas y aumenta

la desaparicion in vitro de la fibra.



CAPITULO |

REVISION DE LA LITERATURA

El uso de residuos agricolas en la alimentacién de rumiantes.

Los rumiantes poseen un microbiota ruminal que les permite aprovechar
componentes de la pared celular vegetal, como la celulosa o el nitrdgeno no proteico,
pero tiene limitaciones que se pueden minimizar con el uso tratamientos quimicos,
fisicos o bioldgicos. Los residuos agricolas se obtienen de la produccion de
leguminosas y cereales, resultando en mayor porcentaje tallos y hojas tras de un
proceso de secado (Cajal, 1986). En México se utilizan una gran variedad de esquilmos
agricolas en la produccion pecuaria, como los rastrojos de maiz, sorgo, cebada, avena,
trigo entre otros. La caracteristica compartida es que debido al proceso de maduracion
el contenido de lignina aumenta, siendo esto uno de los factores de mayor importancia
de la merma en la digestibilidad de estos forrajes; ademas de la disminucién en la
proporcién tallo hoja (Hogan et al., 1969; Hatfield, 1993). La madurez de los forrajes y
por tanto su disminucién cualitativa esta relacionada con la lignificacion de las paredes
primaria y secundaria del tejido vascular y del esclerénquima (Grabber, 2005).
Entonces, el valor nutritivo de un forraje esta directamente relacionado con la
proporcién de constituyentes de la pared celular. La productividad de los rumiantes que
consumen forrajes de baja calidad esta determinada en gran medida por la ingesta

voluntaria y la digestibilidad.



La produccién nacional de sorgo

La produccion de este insumo esta orientada a la produccion de grano que se
utiliza en mayor medida como fuente energética en la nutricidbn de especies pecuarias.
Una pequeiia parte se siembra como fuente de materia vegetal usado, en la
alimentacion de rumiantes. En el 2007 la superficie sembrada de sorgo fue 1, 868, 973
ha con un rendimiento promedio de 3.5 t grano ha. El estado con mayor superficie de
hectareas sembradas es Tamaulipas seguido de Sinaloa y Guanajuato (SIAP, 2007).
Una vez cosechado el grano se deja la parte vegetal (tallos y hojas) se seca, se corta y

es empacada.
Composicion de la pared celular de forrajes

La pared celular de las plantas est4 constituida de microfibrillas de celulosa,
inmersa en una matriz amorfa compuesta de polisacaridos no celuldsicos
(hemicelulosa), pectinas, proteinas y lignina (Lam et al., 1990). La celulosa es el
carbohidrato mas abundante en la pared celular de las plantas (McDougall et al., 1993;
Weimer, 1996). La hemicelulosa es un heteropolisacarido cuya funcién es aglutinar las
fibras cristalinas de celulosa, dando consistencia a la pared celular. Los componentes
de esta fraccién son aldopentosas (xilosa y arabinosa), aldo y cetohexosas (glucosa,
galactosa, manosa, 6-deoxihexosas con ramnosa y fructosa) y acidos urdnicos
(glucordnico, galacturonico y 4-oximetil galacturonico), los cuales se unen entre si
mediante enlaces f; puede ser removida por sustancias alcalis o pérdida en agua, esta
fraccidon de la pared celular es remanente después de remocion de celulosa y pectinas,

(Timell, 1964; Himmelsbach, 1993; Ralph y Helm, 1993;). Después de la celulosa y



hemicelulosa, la lignina es el constituyente mas comdn en la pared celular de los
forrajes. Es un compuesto polifendlico conformado por derivados del fenilpropano
(acido cumarico, ferulico, sinapico y los alcoholes cumaril, coniferil y sinapil), forma
enlaces éster con la celulosa y hemicelulosa, lo que dificulta su desdoblamiento (Amjed
et al.,, 1992). Es considerada responsable de la baja degradacién ruminal de la fibra
(Van Soest, 1963b; Ford, 1978; Jung y Vogel, 1986; Jung y Deetz, 1993). El &cido p-
cumarico es el componente con mayor influencia en la degradacién de la fibra (Buxton,
1989; Fritz et al., 1990; Gabrielsen et al., 1990). Para cuantificar nutrientes en los
forrajes se usan distintas técnicas. De acuerdo con el método utilizado para su
cuantificacion, las fracciones de carbohidratos estructurales, reciben diferentes
denominaciones: fibra total, fibra insoluble en detergente neutro (FDN) y fibra insoluble
en detergente acido (FDA) (Mertens, 1992). La FDN esta constituida por celulosa,
hemicelulosa y lignina, menores cantidades de proteina y minerales (Bayley y Ulyatt,
1970; Weiss, 1993; Nussio et al., 2000). La FDA representa los constituyentes de la
pared celular solubilizados en soluciones detergentes acidas y esta constituida por
celulosa, lignina, restos de minerales o cenizas insolubles, compuestos nitrogenados
insolubles y cutina (Van Soest, 1963a; Van Soest et al. 1991; Varga et al., 1998). La
importancia de las fracciones de FDN y FDA es que se utilizan en la valoracion de los

forrajes y cuantifican la fibra.

Tratamientos quimicos y bioldgicos del forraje

La digestion de residuos agricolas en los rumiantes esta limitada por la celulosa
cristalina en asociacion con otros carbohidratos estructurales y lignina (Morris and

Bacon, 1977; Scalbert et al., 1985). Ademas, los grupos acetil de la hemicelulosa son



otro factor de suma importancia que limita la hidrolisis enzimatica (Gould, 1984; Kong et
al., 1992). Existen procesos de hidrdlisis alcalina de materiales lignoceluldsicos que son
conocidos desde hace tiempo, cuya finalidad no es la completa degradacion del
material lignocelulésico sino la transformacion y modificacion su estructura fisica (Silva
y @rskov E R 1988; Sundstgl y Coxworth, 1984). La accion de los élcalis produce un
esponjamiento e hidrolizado de la celulosa provocando la pérdida parcial de su fraccion
cristalina, transformandola en celulosa amorfa, mucho méas vulnerable. También se
produce un efecto de saponificacion de ésteres formados entre acidos y uronidos de la
hemicelulosa, la cual est4 asociada a cadenas de xilanos y hay pérdida de los grupos
acetilo (Tarkow, 1969; Fan, 1980). Todo lo cual la hace mas accesible a la accion de

otros agentes hidroliticos.

Tratamientos quimicos con hidréxido de sodio, amonio, calcio y urea mejoran el
valor nutritivo de algunas pajas (Owen et al,. 1984). El hidréxido de calcio ha sido
utilizado para incrementar la digestibilidad in vivo, in vitro y enzimatica. Comparado con
el hidroxido de sodio, urea y amonio se demostré que no hay efectos adversos en el
animal por el tratamiento de las pajas, ya que mucho del calcio adicional es excretado
por las heces. El tratamiento con hidroxido de sodio y amonio en esquilmos agricolas
ha sido extensamente probado y se han establecido diversas condiciones de
tratamiento (Sundstol y Coxworth, 1984). Gandi et al (1997) trataron paja de sorgo y
tabaco con hidroxido de calcio y observaron que la paja de sorgo tenia una alta
digestibilidad después del tratamiento y esta fue similar a la obtenida con el hidréxido
de sodio. También observaron que la hemicelulosa es el componente de mayor

remocién en el tratamiento con hidroxido de calcio, mientras que la celulosa y la lignina

10



no mostraron un decremento significativo. El tratamiento con hidroxido de calcio (cal)
mostré en comparacién con el hidroxido de sodio, tener un menor costo y mayor
seguridad para quien lo utiliza. En paja de trigo tratada con una solucién de hidroxido
de calcio al 5 % las paredes celulares fueron solubilizadas, y hubo una reduccion de
FDN, hemicelulosa y materia organica, pero la proteina total no cambi6; ademas,
aumentoé la desaparicion in vitro de la materia organica (Siroi et al., 1998). Una alta
digestibilidad de la materia organica confirma algunos resultados que sugieren cambios
en la estructura de la pared celular y la modificacion de enlaces ester entre lignina y
carbohidratos estructurales (Tarkow and Feist, 1969; Klopfenstein, 1978; Paterson et

al., 1980; Sharma, 1987; Zaman y Owen, 1995).

Las investigaciones con tratamientos biolégicos se orientan hacia la des-
lignificacion de distintas pajas, utilizando hongos de la pudricién blanca, donde se
obtienen sustratos para la alimentacion animal, azlUcares o etanol mediante el
metabolismo enzimatico. Los basidiomicetos ligninoliticos son capaces de causar
cambios especificos en el contenido de lignina y su estructura. Dorado et al. (1999)
utilizaron cuatro cepas de hongos de la pudricién blanca para estudiar el efecto en los
cambios en la composicién en paja de trigo. La mayor pérdida de peso la logré el
hongo Phanerochaete chrysosporium, el cual degrad6é el sustrato en 15 dias de
crecimiento, ademas encontraron que para las especies estudiadas el periodo 6ptimo
de fermentacion es de 15 a 30 dias, resultados que coincidieron con otros reportes.
Ademas en 30 dias de incubaciéon Pleurotus eryengii mostrdé una degradacion selectiva

de lignina junto con Ceriporiopsis subvermispora a. Pero en general la cantidad original
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de lignina contenida en la paja (19 %) se redujo por los tratamientos fungicos hasta

valores entre 12 % y 15 % después de transcurrido el periodo de fermentacion.

Enzimas fibroliticas exdgenas

Las enzimas son catalizadores biolégicos que aceleran la actividad quimica en las
células. La propiedad fundamental de una enzima es aumentar la velocidad de una
reaccion, por esto gran parte de los esfuerzos se centran en el estudio de las enzimas
ya que su uso doméstico o industrial presenta varias aplicaciones y su mercado
asciende a centenares de millones de ddlares anualmente en todo el mundo (Conn et
al.,, 1996). Se han desarrollado estrategias para aumentar la disponibilidad de
nutrientes y mejorar las caracteristicas de los ingredientes dietarios para lograr mejores
rendimientos y productividad. Una estrategia que ha tomado relevancia en afios
recientes es el uso de enzimas fibroliticas, que han mostrado un uso potencial para
mejorar la utilizacién de los forrajes por los rumiantes, particularmente aquellos con
altos contenidos de fibra (Beauchemin et al., 2004) sin embargo, las enzimas
comerciales por lo general no son puras y contienen actividades secundarias e

inclusive actividad proteolitica.

El uso de enzimas exdgenas en la alimentacion de rumiantes ha incrementado la
utilizacion del forraje, mejorando la eficiencia productiva y reduciendo la excrecion de
nutrientes (Beauchemin et al., 2003). Las primeras experiencias respecto a los efectos
de la adicion de enzimas exogenas se avaluaron sobre la produccion de leche y con
forrajes de alta calidad (Chen et al.,, 1995). Ademas de su accion directa, los

compuestos enzimaticos fibroliticos pueden coadyuvar indirectamente en la
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degradacion ruminal de la fibra de diferentes maneras: exponen sitios de adhesion
adicionales sobre la superficie del alimento, lo cual facilita la colonizacion y como
consecuencia incrementan la tasa de degradacion de la fibra (McCallister et al., 1990;
Morgavi, 2000), y se reduce el flujo duodenal de FDN (Murillo et al., 2001; Sutton et al.,
2003). Desdoblan carbohidratos estructurales previo a la ingestion (predigestion),
aumentando la degradacion ruminal de la fibra (Mandebvu et al., 1998; Bowman et al.,
2003). Parte de la variabilidad de la accion de diversas enzimas se debe su
especificidad de actividad especifica la cual puede variar ampliamente dependiendo del
tipo de microorganismo, sustrato de crecimiento y condiciones de cultivo empleadas
(Considine y Coughlan, 1989; Gashe, 1992). Las enzimas exdgenas 0 mezclas
comerciales se obtienen principalmente de hongos y levaduras aerdbicas
principalmente de los géneros bacterianos, Bacillus subtilis, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus faecium y los hongos Aspergillus oryzae, Trichoderma sp. vy
Sacharomyces cerevisiae. Una desventaja en la utilizacion de estas enzimas en los
forrajes es que los productos comerciales son mezclas de diferentes enzimas con
diferentes actividades enziméaticas y son producidos en sustratos que no
necesariamente son los mismos de destino. No es posible todavia predecir con
efectividad la accién de los productos enzimaticos para rumiantes basandose en su

actividad enzimética (Colombatto et al., 2003a).

Estabilidad y degradacion de las enzimas fibroliticas exdgenas en rumen

La manipulacion del ambiente ruminal puede hacerse por medio de suplementos
alimenticios a base de microorganismos vivos que intervienen en forma benéfica

mejorando algunas condiciones del rumen (Fuller, 1986). Los microorganismos Vivos y
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sus medios de cultivo se han usado como aditivos alimenticios, particularmente
Aspergillus oryzae y Saccharomyces cerevisiae (Newbold, 1990a.; Scott y Nisbet,
1992; Wallace, 1994). Para resistir la accién destructiva de los microorganismos
ruminales, las enzimas fibroliticas son protegidas mediante glucosilacion. Durante el
proceso de la glucosilacion se produce la uniébn de monosacaridos u oligosacaridos a
un aminodcido de la enzima; este complejo carbohidrato-enzima, al parecer, es mas
resistente a la protedlisis ruminal de la enzima (Mackie y White, 1990; Chesson, 1993;

Hristov et al., 1998a, b; Morgavi et al., 2001).

En un experimento realizado por Histov et al. (1998), se midi6 la protedlisis que
sufrian dos preparados enzimaticos y se observé que la actividad endoglucanasa y
xilanasa pueden resistir a la degradacion microbiana en el rumen. También Fontes et
al., (1995) mostraron que las xilanasas provenientes de microorganismos mesofilos y
termofilos resisten la protedlisis de el rumen. Cuando estas enzimas se aplican
directamente en el rumen aumenta la actividad endoglucanasa, xilanasa y B-glucanasa
del fluido ruminal. Cuando estas enzimas se agregan directamente al rumen conservan
su actividad por un periodo de tiempo comparativamente mayor y como resultado su
impacto en la degradacion de polisacaridos en el rumen puede ser significativa.
Ademas, las xilanasas escapan en mayor medida a la degradacion reticulo ruminal y
muestran una gran actividad en la digestion duodenal. Lo anterior sugiere que las
preparaciones no solo actian en los componentes dietarios si no que afectan la
utilizacion de nutrientes en el intestino delgado de rumiantes. Segun Beauchemin et al.
(1999), la aplicacién de enzimas al alimento en estado seco aumenta la union de la

enzima con el sustrato (alimento); esta fusidon (enzima + sustrato) aumenta la
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resistencia de la enzima a la protedlisis y prolonga su tiempo de residencia activa en el

rumen.

Hongos productores de complejos enziméticos fibroliticos

Los basidiomicetos son conocidos como eficientes degradadores de lignina que
son usados para el tratamiento de pajas. Estos microorganismos poseen diferentes
complejos enzimaticos ligninoceluloliticos y tiene patrones similares de transformacion,
pero no iguales. Muchos de ellos producen peroxidasas dependientes de Mg, las
cuales participan de manera muy importante en la modificacion de la estructura de la
lignina, causando la formacion de productos solubles en agua (Pérez y Jeffries, 1990).
La solubilizacion va acompafada de formacién de moléculas de bajo peso (Hofricher et
al., 1999). Dorado et al. (1999) al estudiar el cultivo so6lido con cuatro especies de
hongos de la pudriciéon blanca encontraron que el extracto enzimatico se relaciona con
el proceso de degradacion del sustrato lignocelulésico, el analisis de compuestos
solubles en agua mostré dos fases de degradacion (0-15 dias y 16-60 dias) difiriendo
en la composicion y en los patrones de la fraccion soluble en agua. En la fermentacion
temprana la cantidad de productos solubles en agua decremento obviamente a la par
con su utilizacion por el hongo, mientras que al final de la incubacién los compuestos
solubles en agua incluyendo carbohidratos solubles y fenoles se acumularon de gran
manera en el sustrato de paja. Pleurotus eryngii difiri6 de los otros hongos pues el
cumulo de compuestos solubles en el extracto se dio durante el todo el periodo de
fermentaciéon. Sonia et al., (2005) variaron las fuentes carbono con un cultivo de
Thermomyces lanuginosus para producir xilanasas, la paja de sorgo mostré ser la

fuente mas eficiente para inducir una actividad maxima de xilanasas en comparacion
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con la paja de maiz, paja de trigo y paja de avena. En otros estudios se menciona que
los sustratos de gramineas contienen arabinoxilanos los cuales pueden inducir la
actividad xilanasica. Ademas las diferencias encontradas se debieron a varios factores,
como la naturaleza de la hemicelulosa contenida en la paja de sorgo, la presencia de
algunos nutrientes (activadores) en la fuente de carbdn, superficie, tamafio de poro y
facilidad de obtencion del carbon (Gomes et al., 1993). ElI microorganismo presento un
inusual crecimiento de las hifas, que se asocian a la secrecion de xilanasas, las cuales
no se observaron cuando el microorganismo crecié con otras fuentes de carbono.
Algunos metales pesados con cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc y niquel son
esenciales para el crecimiento fingico y pueden actuar como cofactores enziméaticos
induciendo la actividad enzimatica cuando son agregados en niveles conocidos,

mientras que pueden ser tdéxicos cuando estan presentes en exceso (Baldrian, 2003).

Pleurotus ostreatus

Los hongos del género Pleurotus, del orden agaricales, son un grupo distribuido
ampliamente en la naturaleza, crecen en sustratos vegetales verdes o secos, los
ultimos generalmente pobres en nutrientes y vitaminas (Zadrazil, 1978). Algunas
especies tienen importancia econémica debido a su cultivo comercial, y a las
caracteristicas organolépticas (Chang, 1984). Es un hongo sapréfito que degrada
madera para su cultivo el sustrato es fragmentado parcialmente mezclado con agua. La
composicién quimica de P. ostreatus muestra grandes cantidades de aminoacidos
esenciales (Manzi et al., 1999), excepto triptéfano y la cantidad de su proteina es 7% a
15%. Durante el crecimiento tolera niveles relativamente altos de sales pero el

desarrollo del cuerpo fructifero es mejor a pH neutro o ligeramente acido, entre 6 y 7
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(Kies y Liu, 2000). Se han descrito diversas sustancias con actividad inductora de
fructificacion en basidiomicetos, entre las que se encuentran el monofosfato de
adenosina (AMP) y AMP ciclico (cCAMP) (Uno e Ishikawa, 1971; 1982), fenoloxidasas
(Leonard, 1971; Wessels, 1993a), los cerebrosidos de distintas fuentes, los esteres de
sacarosa y acidos grasos surfactantes, el indol y el acido antranilico y otras sustancias

que aun se desconocen.

Moreno et al. (1999) trataron paja de trigo con P. ostreatus y urea para la
alimentacion de cabritos, no observaron cambios en la digestibilidad de la fibra
detergente neutra, el consumo de materia seca, ganancia de peso o eficiencia
alimenticia. Por otra parte, Aceves et al. (1997) no encontraron diferencias significativas
en los tratamientos de la FDN, conversion alimenticia, ganancia diaria de peso y la
desaparicion de la materia seca in vitro fue menor en la paja tratada con P. ostreatus,
gue en la no tratada. Gurrolla et al. (2001) inocularon P. ostreatus sobre rastrojo de
maiz, el hongo incrementd el contenido de proteina cruda durante el proceso de
fermentacion en sustrato sélido (FSS), el enriquecimiento fue al inicio del periodo de

fructificacion, pero este disminuyd a medida que avanzo el proceso fermentativo.

Fomes fomentarius EUM1

Una de las propiedades de los hongos del género Fomes sp.y Trametes sp.es la
degradacion de la lignina para facilitar la digestion de la celulosa (Henzkill et al., 1998)
y entre las enzimas que emplean estos hongos para ese fin se encuentran las lacasas.
Trametes sp. es considerado uno de los hongos mas eficientes degradadores de

lignina, pues produce altas concentraciones de lacasas , puede oxidar a la lignina por
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medio de la accion de diversos mediadores (Jonsson et al., 1995, Young et al., 1995). y
las lacasas que produce tienen un gran similitud con las de Fomes fomentarius En el
género Trametes y Fomes fomentarius la gran mayoria de sus especies son
mesofilicas debido a que sus temperaturas Optimas de crecimiento se encuentran entre
20 y 40°C y que muy pocas especies son termotolerantes, es decir que sus
temperaturas de crecimiento son de 50°C, aunque también pueden crecer a 20 °C
(Madigan et al, 1998; Padilla, 2004). Marquez et al. (2008), al evaluar a Trametes sp.
EUM1 como fuente de enzimas fibroliticas en bagazo de cafia encontrd que la actividad
enzimatica de xilanasas y celulasas fue alta (1073.8 Ul mg™ y 69.16 Ul mg™) en los
dias 14 y 19 de fermentacion sélida mostrando gran potencial en aplicaciones
biotecnoldgicas en alimentacion de rumiantes.

Cultivo solido

El cultivo solido (CS) es definido como un proceso fermentativo en el cual material
no soluble, actiia como soporte fisico con la capacidad de absorber liquido sin permitir
su libre flujo (Pandey, 1992). El bajo contenido de humedad permite que la
fermentacion pueda ser llevada a cabo por un limitado numero de microorganismos,
principalmente levaduras y hongos, pero algunas bacterias también pueden ser
utilizadas (Pandey, Soccol y Mitchell, 2000a). La fermentacion entonces permite
obtener una gran cantidad de metabolitos que pueden ser incorporados como aditivos,
suplementos (antioxidantes, saborizantes, colorantes, conservadores, edulcorantes) o
catalizadores de reacciones como las enzimas (Rodriguez, 2006). El tamafio de
particula es un factor importante ya que puede modificar de manera sustancial el perfil

de actividad. Como ejemplo, Sonia et al. (2005) manejaron tres tamafos de particula
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(0.5-1.0, 2.0-3.0, 5.0-7.0 mm) de paja de sorgo para produccion de xilanasas; la
méxima actividad xilanasa fue con el tamafio de particula de 2.0-3.0 mm (26, 121
U/gss) y la menor actividad fue con el tamafio de particula de 5.0-7.0 mm. El tamafio de
particula encontrado proporciondé al microorganismo con suficiente superficie de
invasion y aeracion. Para el menor tamafio de particula, la disminucion en la actividad
enzimatica es atribuible al incremento del tamafio o invasion micelial alrededor del
sustrato, lo que deriva en un decremento en la porosidad con baja difusion de
oxigeno. Membirillo et al. (2008) usaron P. ostreatus (IE-8 y CP-50), distintos tamafios
de particula y una fuente de nitr6geno adicional en bagazo de cafia y observaron que la
adicion de nitrégeno incrementd la cantidad de proteina en comparacion con los
tratamientos sin nitrégeno. Ademas la produccion de enzimas es susceptible de ser
modificada por la presencia de fuentes de nitrégeno inorganico, el resultado observado
por el incremento en la produccion de enzimas xilanasas. Al mismo tiempo observaron
que las actividad enziméatica de lacasas no esté relacionada con la adicion de nitrégeno
inorganico, pero si con el tamafio de particula de el sustrato. El agua ademas tiene una
actividad relevante en el crecimiento de los microorganismos. El contenido de agua
Optimo para sustratos de madera es de 35-60% y para otros sustratos de 60% a 80%.
Las temperaturas mas bajas reflejan la demanda de oxigeno de los hongos en el
sustrato balanceados contra sus requerimientos de agua (Scrase y Elliot, 1998; Ohga,
1999). El cultivo en medio sélido mejora algunas caracteristicas nutricionales de
esquilmos agricolas o materiales vegetales de deficiente calidad, cuando son utilizados
como sustratos, Asi Pelaez (2006), usé cafa integral ensilada suplementada con

cultivos sdlidos con Pleurotus sapidus para observar la produccién de gas in vitro,
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observd que el fermento del dia 24, aument6 la produccién total de gas, mejoro la
desaparicion de la materia seca in vitro de la cafa integral y mejoro las variables
fermentativas del ensilaje, con lo que se corrobora que hay una mejora en la calidad
nutritiva de productos agricolas. La cafia de azucar promovio el crecimiento del hongo y
mostrd ser un sustrato bueno por sus caracteristicas nutritivas y estructurales. También
este proceso puede conferir compuestos nutricionales a los esquilmos como lo mostro
Meneses (1998), quien realiz6 la caracterizacion de un producto de un cultivo sélido
con pasta de copra para ver su actividad prebibtica, y encontré6 que los extractos
liguidos o acuosos son responsables de la actividad prebiédtica, elucidando azucares
implicados en dicha actividad. El extracto favorecié la produccion de acido acético,
seguido de la producciéon de acido propionico de la bacteria anaerobia Megasphera

elsdenii.

Produccién de gas in vitro de distintos esquilmos agricolas

La técnica de produccion de gas in vitro es un método utilizado para examinar el
efecto de aditivos alimenticios en dietas para rumiantes. Las enzimas fibroliticas
exdgenas incrementaron la tasa y extension de produccion de gas proveniente de la
fermentacién de sustratos(celulosa microcristalina, xilanos y una mezcla de ambos);
pero los xilanos se fermentaron mas rapidamente, evidenciado por la reduccién de la
fase Lag y el aumento en la tasa fraccional de produccion de gas (Colombatto et al.,
2003a). Carro et al. (2005) utilizaron blancos con fluido ruminal en solucion
amortiguadora con y sin enzima para ajustar las lecturas de produccion de gas; ellos
concluyeron que no hay diferencia entre ambos sobre la produccion de gas debido al

efecto de las enzimas. Con respecto al uso de enzimas los resultados de diversos
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experimentos in vitro sugieren que las enzimas disminuyen la concentracion de FDN.
Avellaneda et al. (2003) al afiadir enzimas fibroliticas al heno de pasto guinea (Panicum
maximun) a dos edades de corte (35 y 90 dias) y diferentes tiempos de incubacién (3,
6, 12, 24, 48 y 72 horas), no observaron un incremento adicional en la desaparicion de
la materia seca in vitro (DIVMS); contrariamente, a pesar que los resultados fueron
variables hubo un aumento significativo en la DIVFDN hasta las 72 horas de
incubacion. Al agregar una enzima comercial al forraje seco, la DIVMS y la DIVFDN (48
horas) fueron mayores con relacién al mismo forraje en estado fresco y al parcialmente
rehidratado (41 % MS), lo cual indicaria que el contenido acuoso de un ingrediente es
un factor importante a considerar (Feng et al., 1996). Pinos et al. (2002a) observaron
mayor desaparicion in vitro de la MS (DIVMS) y FDN en forrajes de alfalfa y ballico,
cuando utilizaron enzimas exdgenas ademas el desdoblamiento de los carbohidratos
estructurales en la alfalfa con y sin enzima fue menor que en el ballico, debido a que la
pared celular de las leguminosas estd mas lignificada, lo cual reduce su digestibilidad
(Van Soest, 1982). En un trabajo realizado por Chen et al. (2007) se observé que al
tratar paja de arroz con hidréxido de sodio y bicarbonato de amonio la produccién de
gas acumulado in vitro es mas alta para la paja tratada que para la paja sin tratar; el
tratamiento con mayor produccion de gas fue el de hidréxido de sodio en comparacion
con el tratamiento con bicarbonato de amonio. Para los acidos grasos volatiles las
concentraciones fueron mayores en la paja tratada que en la paja sin tratar, mientras
gue el acetato y el propionato mostraron concentraciones altas y estadisticamente
significativas en el tratamiento con hidréxido de sodio. Las concentraciones de butirato

no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Ellos
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concluyen que los tratamientos quimicos incrementan la produccion de gas en forrajes
de baja calidad y el tratamiento quimico utilizado aumenta la concentracion de acidos

grasos volatiles el cual esta pareado con el incremento en la producciéon de gas.
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CAPITULO Il

CAMBIOS EN LA COMPOSICION NUTRICIONAL DEL CULTIVO SOLIDO DE PAJA
DE SORGO Y ACTIVIDAD ENZIMATICA DE Pleurotus sapidus Y Fomes

fomentarius EUM1
RESUMEN

Para identificar modificaciones en las variables nutricionales y la produccion de
complejos lignocelulésicos extracelulares y la relacion entre éstas se realizd un cultivo
sélido por 20 d con los hongos Fomes fomentarius EUM1 y Pleurotus sapidus en paja
de sorgo, tratada con Ca(OH),. Se cuantifico la actividad enzimatica xilanasas,
celulasas, lacasas y proteina soluble en los dias 0. 9. 15 y 20. La cuantificacion de las
enzimas lacasas con el hongo Fomes fomentarius EUM1 con Ca(OH), y sin de
10.66+0.21 y 2.45+0.00 U/gss, mientras que con Pleurotus sapidus con Ca(OH), y sin
fue de 4.59+0.00 y 0.58+0.054 U/gss La modificacion de la composicion nutricional se
relacion6 con la producciéon de complejos lignocelulésicos ya que la disminucién de
hemicelulosa (11 % a 17 %) y lignina (2 % a 3 %) es paralela al aumento en la
produccién de complejos enzimaticos xilanasas, lacasas y la disminucion de la FDN.
Con base en los resultados se concluye que el tratamiento con Ca (OH), modifico al
inicio del cultivo solido los componentes de las paredes celulares vegetales de la paja
de sorgo y coadyuvd en la formacion de complejos lignoscelulésicos, mejorando la
produccién de xilanasas y lacasas. Y el cultivo sélido no mejord significativamente la

composicion nutrimental de la paja.

Palabras Clave: Cultivo sélido, paja de sorgo, enzimas, Pleurotus sapidus, Fomes

fomentarius
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CHAPTER I

CHANGES IN THE NUTRITIONAL COMPOSITION OF THE SOLID CULTURE OF
SORGHUM STRAW AND ENZYMATICAL ACTIVITY WITH Fomes fomentarius AND

EUML1 Pleurotus sapidus

ABSTRACT

To identify modifications in the nutritional rates and the production of lignocellulosic
complexes and their relation was realized a solid culture for 20 d with the fungi Fomes
fomentarius EUM1 and Pleurotus sapidus in sorghum straw treated with Ca (OH) ,. It
was quantified the enzymatic activity xylanases, cellulases, laccases and soluble
protein in the Oth. 9. 15 and 20 d. The quantification of laccases with the mushroom
Fomes fomentarius EUM1 with Ca (OH) , and without was 10.66+0.21 and 2.45+0.00
U/gss, whereas and with Pleurotus sapidus with Ca (OH) 2 and without was 4.59+0.00
and 0.58+0.054 U/gss The modification of the nutritional composition related to the
production of lignocellulosic complexes in this sense the decrease of hemicellulose (11
% to 17 %) and lignin (2 % to 3 %) it was parallel to the increase in the production of
enzymatic complexes xylanases, laccases and the decrease of the FDN. With this
results one concludes that the treatment with Ca (OH) » modified to the beginning of the
solid culture the components of the cellular vegetable walls of the sorghum straw and
supported in the formation of lignocellulosic complexes, improving the production of
xylanases and laccases. And the solid culture did not improve significantly the

composition nutrimental of the straw.

Key words: solid culture, sorghum straw, enzymes, Pleurotus sapidus, Fomes

fomentarius, nutritional compaosition
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INTRODUCCION

El esquilmo de la cosecha de grano de sorgo es un residuo alto en fibra dietaria,
posee bajo contenido de proteina y alto contenido de cenizas; lo anterior lo hace un
alimento de baja calidad, baja digestibilidad y bajo valor nutritivo como ingrediente en
dietas pecuarias. Existen alternativas de tratamiento biolégicos que cambian
caracteristicas nutricionales de los esquilmos, y permiten hacerlos mas digestibles, una
de ellas es el uso de hongos de la produccioén blanca (Zadrazil, 1993). Los hongos de la
pudricion blanca, tienen un buen crecimiento en sustratos solidos, los esquilmos
agricolas son excelentes sustratos debido a su capacidad de retencion de agua y como
fuentes de carbono. Sin embargo cada sustrato ofrece un perfil de crecimiento diferente
para cada microorganismo, dado que la adaptacidon del mismo depende de las
caracteristicas estructurales y quimicas de cada esquilmo o residuo agricola (Pandey et
al., 2001). Una manera simple de evaluar la capacidad de invasién de un hongo a un
sustrato es la medicion de la velocidad de crecimiento radial y de igual forma su
capacidad de adaptacién a los nutrientes empleados en fermentacion solida (Trinci,
1969; Orzua-Gonzélez et al., 2001). Ademas los hongos de la pudricion blanca son
organismos transformadores de biomasa, la cual esta compuesta por metabolitos de

distinta naturaleza.

Algunos metabolitos son complejos enziméaticos lignicelulésicos, que degradan
las paredes vegetales y permiten que el esquilmo modifique la estructura de sus
componentes estructurales (Frumholtz y Beauchemin, 1999). Comercialmente existen
enzimas que se utilizan como aditivos pero son caras, en algunos casos poco rentables

y actian en algunas porciones de forraje. Las enzimas sin embargo actian segun el
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tipo de forraje o subproducto agricola o grano (Colombatto et al., 2003). Su accion da
como resultado una mejor digestibilidad y reduccién de polisacaridos estructurales y
lignina, benéfica para los rumiantes. Existe un amplio interés en el uso de estas
enzimas en la alimentacién de especies pecuarias, debido a que modifican el valor

nutritivo de los alimentos y de ensilados (Beauchemin y Rode, 1996).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetativo

Se utiliz6 paja de sorgo proveniente del municipio de Cuautla, estado de
Morelos. El material se molié con un molino de traccion. En la preparacion de los
medios de cultivo se utilizé paja molida filtrada, con tamafio de particula homogénea de

1 mm

Material biolégico

Se utilizé la cepa de Fomes fomentarius EUM1 de la coleccion de cultivos de la
Universidad Autbnoma Metropolitana, México D. F., y Pleurotus sapidus proveniente
del laboratorio Prodicet en México D.F. Las cepas se reactivaron en medios de cultivos
soélidos (agar extracto de papa y dextrosa) en cajas petri, incubadas a 29 °C para P.

sapidus y 39° C para T. sp. EUM1 y resembradas tras 7 dias de crecimiento.

Velocidad de crecimiento radial

Se hizo un medio de cultivo con paja de sorgo molida (MPS, 50 g de paja de
sorgo, 15, g de agar bacteriolégico, 1 L de agua destilada) y otro especifico para
hongos, agar extracto de malta (EMA extracto de malta 20 g agar bacteriol6gico 15 g y
1 L de agua destilada). Se esterilizaron a 120 Ib por 15 m y vacio en cajas petri. La
siembra se hizo con las cepas reactivadas, cortando un cuadro de 1 mm por 1 mm de
medio de cultivo invadido durante 7 d y se colocé en el centro de la caja. La velocidad
de crecimiento radial se determiné midiendo el diametro del crecimiento circular de la

cepa fungica en la caja de Petri, con ayuda de un vernier, se midio a intervalos de 24 h
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hasta la invasion de la superficie del medio de cultivo. La velocidad de crecimiento (Vr)
se calculo con la ecuacion enunciada por Trinci (1969), donde el diametro de la colonia
es una funcién lineal del tiempo (h) y la pendiente es la Velocidad de crecimiento radial

(m h™).
Determinacion de biomasa

Se hizo con base al peso seco del micelio cuando el microorganismo invadio la
superficie del medio de cultivo. La biomasa se separ6 del agar, lavando la placa de
agar con agua destilada en ebullicién, en los dos tratamientos se realiz6 el mismo
procedimiento, la biomasa una vez separada, se coloc6é en un papel filtro (Whatman
No. 541) sometido a peso constante durante 24 h, se sec6 en una estufa por 24 h a 60
°C. El valor de la biomasa se obtuvo por diferencia de peso del peso inicial menos el

peso final (Ashok et al., 2001).
Descripcidn de tratamientos para velocidad radial y biomasa

Los tratamientos se abreviaron de acuerdo al microorganismo y el medio de
cultivo para P. sapidus PLEMA (EMA es el medio de cultivo extracto de Malta) y
PLMPS (MPS es medio de cultivo con paja de sorgo) y F. fomentarius, TREMA y

TRMPS.
Cultivo solido (CS) en paja de sorgo

Se pico la paja de sorgo (tamafio de particula promedio 3-5 cm) se colocé en
matraces y se remojo con agua destilada 24 h antes de ser inoculada; mientras que el

tratamiento alcalino consistié en remojar la paja con una solucién de Ca (OH), al 0.7 %,
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24 h antes de la inoculacién (5 g 100gr' MS de paja). La humedad alcanzada para
ambos tratamientos fue de 80 %, después de 24 h, se esterilizé6 por 20 min a 15 Ib,
para después inocular 5 cuadros de 1 cm? de las cajas petri invadidas del medio MPS

con 7 d de incubacién con Pleurotus sapidus o Fomes fomentarius. EUM1.

Los tratamientos se abreviaron segun el microorganismo de inéculo y el
tratamiento del sustrato: cuando Unicamente se remojaron con agua destilada P.
sapidus PL y Fomes fomentarius. EUM1 TR, cuando la paja se tratdé con Ca (OH);
PLcal y TRcal. Los tratamientos del dia O fueron denominados TO cuando la paja
Unicamente se remojo con agua destilada y TOcal cuando se realizé el tratamiento con
Ca (OH),. El cultivo solido (CS) se detuvo a los 20 d. Asi también se denomino el

namero del dia en que se tomo la muestra del CS con 0, 4, 9y 15.

Anélisis bromatolégico de la paja de sorgo y paja fermentada con P. sapidus y F.

fomentarius EUM1

Del CS con P. sapidus y F. fomentarius. EUM1 se tomaron muestras de los dias
0, 9, 15y 20 con y sin Ca (OH), se secaron a 65 °C por 24 h y molieron. Se determin6
materia seca y organica, proteina total, cenizas (A. O. A. C., 1995), fibra detergente
neutro, fibra detergente acido (Van Soest et al., 1991) y lignina por el método de Van
Soest y Wine (1991). La determinacién se hizo de igual forma para la paja sin

tratamiento y sin microorganismos.
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Preparacién del extracto crudo enzimético de CS para la evaluacion de la

actividad enzimatica

Con el CS se procedi6 a determinar enzimas a diferentes tiempos de cultivo, se t
muestreo los dias 0, 9, 15, y 20. La extraccion se hizo con 40 g de CS, se agreg6 50
mL de agua destilada y se agitd6 por 30 min manualmente para conocer el pH del
extracto enzimatico; se centrifugd en frio por 20 min a 11 000 psi. Con el sobrenadante

se realiz6 la medicién de enzimas.

Determinacion de la actividad de celulasas, xilanasas, lacasas y proteina

extracelular

La actividad de las enzimas celulasas se midi6 detectando azlcares reductores
con el método del acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959). El substrato usado fue
carboximetilcelulosa al 0.5 %, en 250 mL de amortiguador de citratos pH 4.8, 50 mM.
Se prepar6 una solucion concentrada de glucosa 10 mM, (dextrosa anhidra 0.18 g en
100 mL de amortiguador de citratos pH 4.8-50 mM (Miller et al., 1960).La actividad de
enzimas xilanasas se midié por el método DNS (Miller, 1959). Para realizar la curva
estandar se us6 como sustrato xilano a 0.5 % en medio L de amortiguador de citratos
50 mM y pH 5.3 se disolvi6 2.5 g de xilano. Tanto la actividad xilanasas y celulasas se

leyeron a una absorbancia de 540 nm.

Para la determinacion de actividad lacasas se prepard un sistema de reaccion (2
mL) con 1.6 mL de amortiguador de citratos pH 5.3 50 mM, 0.2 mL de extracto
enzimatico y 0.2 mL de substrato ABTS (se disuelven 0.69 g de acido 2, 2" azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonico) en 250 mL de amortiguador de citratos pH 5.3). El
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coeficiente de extincién molar para ABTS es de 36, 000 M cm™ (Bressler et al., 2000).
El sistema de reaccidén sin el substrato se preincub6 1 min a 40 °C. Después se
adiciono el substrato y se midieron los incrementos de absorbancia a una longitud de
onda de 420 nm alos 0, 1, 2, 3, 4 y 5 min. Una unidad de actividad (U) se definié6 como
la cantidad de enzima que oxida 1 pumol de substrato por minuto bajo las condiciones
de reaccion. La determinacion de la actividad lacasas se hizo por duplicado (Wolfenden
y Wilson, 1982). A partir de lo anterior se obtuvo la linea de regresién, los parametros
de la pendiente y ordenada al origen de la ecuacién de la recta para calcular las
concentraciones enziméticas muéstrales. La determinacion de proteina extracelular se
realizé con 800 pL de extracto enzimatico diluido con agua destilada, se le afadieron
200 pL de reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich) Se agit6é vigorosamente y se leyé a una
absorbancia de 595 nm con un espectrofotometro (Perkin Elmer. UV visible). La
cantidad de proteina extracelular soluble se calcul6 con base en una curva patrén en la

gue se utilizé seroalbumina bovina (Bradford, 1976).
Disefio experimental y analisis de los datos

El disefio experimental para la velocidad radial y la biomasa fue completamente
al azar, las variables de respuesta fueron la Vr y la produccion de biomasa. El
procesamiento de los datos se realizé con el procedimiento GLM (SAS 9.0 2002) y la
comparacién de medias con la prueba de Tukey (p<0.05; Steel y Torrie, 1986). Para la
actividad enzimatica el disefio fue completamente al azar con arreglo factorial (Steel y
Torrie, 1986): los factores fueron la especie del hongo (2 especies), el tiempo de
fermentacion (0, 9, 15y 20 d) y tratamiento de la paja (sin y con Ca (OH),). Los datos

se analizaron mediante el procedimiento GLM (SAS, 2001) y la comparacion de medias
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para cada hongo con la prueba de Tukey (p<0.05); asi como para las comparaciones
del dia 20 de fermentacion (Steel y Torrie, 1986).Los datos del analisis quimico
proximal fueron analizados con un disefio factorial completamente al azar, los factores
fueron especie del hongo, tiempo de fermentacion y tratamiento de la paja y una

comparacion de medias por la prueba de Tukey (p<0.05).
RESULTADOS
Velocidad radial y biomasa

En el cuadro 1 se observan los resultados de la Vr. La invasion de los medios de
cultivo fue en el dia 6. La mayor Vr fue de 0.60 mm d™* para la cepa P. sapidus y 0.571
mm d* para F. fomentarius. EUM1 en MPS, sin diferencias significativas entre ellos. De
igual forma en los tratamientos con EMA no hubo diferencias significativas y
demuestran una Vr menor en comparacion con MPS. En la tabla 1 se presenta las
medias de la biomasa y se observa que PLMPS tuvo mayor eficiencia en la conversion
de la fuente carbono en masa organica en comparacién con los otros tratamientos. Los
tratamientos PLEMA y TRMPS no mostraron diferencias significativas entre ellos. Por
ultimo se observo que el tratamiento PLEMA tiene la menor produccién de masa

biologica.
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Cuadro 1. Velocidad de crecimiento radial y rendimiento de biomasa de las cepas

Fomes fomentarius. EUM1 y Pleurotus sapidus en dos medios de cultivo.

Vr Biomasa
Tratamiento

(mm d?) (g/gss)
TREMA 0.407+0.007° 0.104+0.031%"
PLEMA 0.365+0.030° 0.077+0.015°
TRMPS 0.571+0.0222 0.146+0.046%"
PLMPS 0.606+0.0602 0.217+0.0652

1. Medias por renglon con literal distinta tienen diferencia estadisticamente significativa

(p =0.05) de acuerdo con la prueba de Tukey.

*TREMA, Fomes fomentarius. EUM1.extracto de malta, TRMPS Fomes fomentarius
EUM1 medio de paja de sorgo *PLEMA, Pleurotus sapidus extracto de malta,

PLMPS Pleurotus sapidus medio de paja de sorgo.

Anélisis bromatolégico de la paja sorgo

Los resultados del analisis ajustados a base seca son: materia seca (MS) 91.78
%, materia organica (MO) 80.51 %, cenizas 11.27%, proteina total (PT) 3.95 %, fibra
detergente neutro (FDN) 65.11 %, Fibra detergente acido (FDA) 44.25%, hemicelulosa

(HM) 20.86 %, celulosa 30.73 % y lignina 13.52 %.

Actividad enzimatica de celulasas, xilanasas, lacasas y proteina soluble

El analisis de la varianza mostré que el tratamiento alcalino de la paja de sorgo

no produce efecto sobre la produccion de xilanasas. El tiempo de fermentacion tiene un
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efecto significativamente diferente sobre la produccion enzimética de xilanasas en paja
de sorgo. La interaccién tratamiento por tiempo no tiene un efecto significativo sobre la
produccion de xilanasas y de igual forma la interaccion hongo por tratamiento por

tiempo para la variable proteina.

En la figura 1 se presenta la actividad celulasas, con los 4 tiempos de medicion
destaca la actividad de TR20 (15.24+0.99 U/gss) que presentan diferencia significativa
(p=<0.05) con respecto a los otros tiempos de medicién el mejor tratamiento fue PL20

(6.51+0.81 U/gss) y tiene diferencia significativa (p<0.05).con respecto a TR20.
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Figura 1. Actividad enzimatica celulasas (20 d de CS) con P. sapidus y F. fomentarius
EUML1. Las unidades se reportan por gramo de substrato seco inicial(U/gss). Medias

por columna con ditinta literal tienen diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)
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La figura 2 muestra la actividad de xilanasas en CS, donde se observa que TR20
tiene una actividad de 79.45+8.69 U/gss y TR20cal de 68.95+0.070 U/gss, sin
diferencia (p>0.05) entre ellos pero si con respecto a TR15 (59.81+12.30 U/gss) vy
TR15cal (55.80+11.29 U/gss) que fueron los tratamientos con mayor actividad
enzimatica, estos a su vez no tienen diferencia (p>0.05) entre ellos, ademas hay
diferencia con respecto a los otros tiempos de fermentacion. PL20 tuvo una actividad
de 24.90%0.71 Ul/gss con diferencia significativa (p<0.05) respecto a los tratamientos

con el mismo microorganismo.
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Figura 2. Actividad enzimatica de xilanasas (20 d de CS), con P. sapidus y F.
fomentarius. EUML. Las unidades se reportan por gramo de sustrato seco inicial (U/gss).

Medias por columna con distinta literal tienen diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).

La comparacion de medias de la actividad lacasas se muestra en la figura 3, la
actividad mostro un incremento a partir del dia 15 y la mejor actividad (p<0.05) fue

TR20cal con 10.66+0.21 U/gss mientras PL20cal tuvo una actividad de 4.59+0.00
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U/gss. En el dia 0 la actividad enzimatica lacasas para ambos hongos es poco

perceptible.
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Figura 3. Actividad enzimatica de lacasas (20 d de CS) con P. sapidus y F. fomentarius.
EUML. Las unidades se reportan por gramo de substrato seco inicial (U/gss). Medias

por columna con distinta literal tienen diferencia estadisticamente significativa (p <0.05).

En la figura 4 se presenta la comparacion de medias para la variable de proteina
soluble en los diferentes tiempos de CS. Se observa que la mejor concentracién con
diferencia significativa (p<0.05) fue TR20 y TR20cal (10.53 y10.03 mg/gss) seguido de
TR9(8.89 mg/gss). La cantidad de proteina soluble con P. sapidus presenta diferencia
significativa(p<0.05) con respecto a F. fomentarius. EUM1, pero no (p>0.05) entre los

otros tiempos de cultivo ni entre tratamientos. Se observo una disminucion atipica en el
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dia 15 de cultivo, contrastada con una alta actividad de otras las otras enzimas.
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Figura. 4 Concentracion de proteina soluble (20 d de CS), P. sapidus y F. fomentarius
EUML. Las unidades se reportan mg/gss. Medias por columna con ditinta literal tienen

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

El cuadro 2 muestra el analisis de medias de la actividad enzimética del dia 20
por tratamiento, destaca que para la actividad xilanasas y celulasas existe diferencia
(p=<0.05) de actividad enzimatica, los mejores son TR20 y TR20cal y no existe
diferencia significativa (p>0.05) entre ellos en actividad xilanasas pero si para
celulasas. La actividad lacasas difiere y fue variable entre tratamientos, destaca que el
mejor tratamiento fue TR20cal y hubo diferencia (p <0.05) con el tratamiento TR.
También la proteina soluble varié con un incremento significativo (p<0.05) en TR20 y
TR20cal, a diferencia de los otros tratamientos que mostraron una baja cantidad y sin

diferencia (p>0.05) entre ellos.
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En la tabla 3 se observan los resultados del andlisis bromatolégico y resalta que
el contenido de proteina total aumento un 1% para los cuatro tratamientos (PL20,
PL20cal, TR20 y TR20cal) con diferencia (p <0.05) respecto al TO. Las cenizas en el
tratamiento TOcal y TR20cal mostraron tener una diferencia estadistica significativa con

respecto a los otros tratamientos.

Las cenizas (Cuadro 3) incrementaron en el tiempo en un intervalo de 0.39-1
%.EXxistio una reduccion en la cantidad de FDN entre los tratamientos PL20, PL20cal,
TR20 y TR20cal en comparacion con el TO y TOcal, y fueron significativos los

tratamientos PL20cal (12.03 %) y TR20cal (11.28 %).

Cuadro 2. Actividad enziméatica de P. sapidus y F. fomentarius. EUM1 del dia 20 de

cultivo solido.

Tratamiento PL20 PL20cal TR20 TR20cal

Xilanasas  Ulgss  2.69+0.08° 24.90+0.71° 79.47 +8.69* 68.95 +0.07°
Celulasas  Ulgss 6.51+0.18¢ 0.71+0.18° 15.24+0.99% 12.01+0.07°
Lacasas Ulgss  0.58+0.05° 4.59+0.00° 2.45+0.00° 10.66+0.21%

Proteina  mg/gss 1.20£0.00° 1.50+0.00" 10.53+1.07°  10.03+0.09?

Los datos representan las medias por triplicado. Las medias en columna con distinta

literal tienen diferencia estadisticamente significativa (p <0.05)

La FDA (Cuadro 3) tuvo un incremento significativo en PL20 en comparacion con
el TO, ademas este tratamiento no presenté diferencias (p>0.05) con los tratamientos

PL20cal, TR20 y TR20cal.La celulosa de PL20 y PL20cal mostré6 un incremento
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significativo con respecto TO; en cambio la hemicelulosa disminuyé en los cuatro
tratamientos (PL20, PL20cal, TR20 y TR20 cal) en el tiempo y es significativa con
respecto a la concentracion inicial. La concentracion de lignina disminuyé en un
intervalo de 1-2% con respecto a la concentracion inicial, la mayor disminucién con

significancia (p<0.05) fue de PL20cal (3.18% menos), seguido de TR20 y TR20cal.

Cuadro 3. Andlisis bromatolégico del CS de paja de sorgo con P. sapidus o F.

fomentariuseUM1

10 T0cal PL20 PL20cal TR20 TR20cal
Materia seca (%)  97.0240.42° 97.03:0.30° 96.49:0.04° 94.33:0.09° 94.21:0.20° 94.44:0.07°
Proteina Total (%)  2.28%0.94° 3.25#0.00s,° 4.11:0.23* 4.51#0.01° 3.85:0.02*® 3.54#0.01*°

Cenizas (%) 8.33:0.39° 12.15:0.19* 8.72+1.48° 10.30£0.13*° 10.72+0.13*° 12.430.43*
FDN (%) 73.74:0.15* 70.65:0.13° 68.61:0.21° 62.42:0.44° 69.320.00° 62.68:0.65°
FDA (%) 49.49+3.84° 48.70£0.10° 59.170.91° 54.86%0.03*° 55.54+1.75*° 54.652.51*°
Celulosa (%) 37.02+3.66° 35.56:0.43° 47.5842.11* 45.57:0.08° 42.62+2.39*° 41.91+1.82%°

Hemicelulosa (%) 24.24:4.00° 21.95:0.23° 9.43:0.70° 7.56%0.48° 13.78:1.74° 10.52:0.30°

Lignina ( %) 12.47+0.17% 13.13#0.54* 11.59+1.20° 9.29:0.11° 11.41%0.06*° 11.2440.02*°

Las medias por fila con distinta literal son significativas (p<0.05).
DISCUSION

Existen factores que pueden modificar la velocidad de crecimiento radial, como
la humedad, la cantidad de nitrégeno y los carbohidratos disponibles. Avila (2005)

modificd el porcentaje de humedad en el CS con paja de maiz con la cepa de P.
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ostreatus CP50 y encontré que la velocidad de crecimiento radial con 70 % fue de
0.187 m h™ y con 80 % de 0.232+0.021 m h™, sin diferencias estadisticamente
significativas. Los resultados de las medias de la velocidad de crecimiento para P.
sapidus en este estudio con paja de sorgo y 80% de humedad se aproximan a las
reportadas por Luna (2006) quien utiliz6 rastrojo de cebada con diferentes fuentes de
nitrégeno, P. ostreatus CP50 tuvo una velocidad de 0.67+0.036 mm h™*.Autores como
Zadrazil y Brunnert (1981, 1982) sefialan que el contenido de humedad en el sustrato
es un factor importante en el desarrollo del micelio del hongo. En este estudio la cepa
de P. sapidus mostré la mejor Vr en comparacion con F. fomentarius EUM1 en el

mismo medio de cultivo.

Los tratamientos alcalinos se han probado con el fin de mejorar la composicién
nutricional de los esquilmos y hacerlos mas digestibles modificando las paredes
celulares vegetales que presumiblemente permite una mejor adaptacién del hongo al
sustrato (Chaudhry, 2000; Nguyen et al., 2001). Skim y Holtzapple (2005) trataron paja
de maiz con hidroxido de calcio con condiciones oxidativas y sin ellas a varias
temperaturas, observaron que el tratamiento con Ca (OH), es efectivo para la
desacetilacion y provoco una remocion gradual de lignina durante el periodo de
tratamiento; la lignina no tuvo cambios significativos en comparacion con los otros
tratamientos que usaron. Ademéas hubo mas holocelulosa (glucanos y xilanos) en el
tratamiento alcalino. La solubilizacion de hemicelulosa durante el pre tratamiento
alcalino esta intimamente relacionada con la des lignificacion. La celulosa fue mucho
mas estable que la hemicelulosa pero la celulosa se degradoé mas rapido y se disuelve

con el pre tratamiento. En el presente estudio el cambio en la composicion nutricional
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del sustrato fue mayor en el dia 20 de cultivo sélido y se observé una disminucion
significativa de la cantidad de hemicelulosa, celulosa y lignina. Los analisis mostraron
una degradacion mayor de hemicelulosa que de celulosa con la consecuente
produccién de mayores cantidades de enzimas xilanasas. Datos aportados por
Martinez et al.,(1994) demuestran que P. eryngii y especies emparentadas tienen un
ataque limitado hacia la celulosa, degradando solo un 15% de el contenido inicial,
mientras que la degradacion de xilanos es mayor y paralela a la degradacion de lignina,
en este estudio la especie de P. ostreatus y F. fomentarius. EUM1 con y sin Ca (OH);
tienen un comportamiento similar. También se observé que polisacaridos estructurales
como la celulosa y hemicelulosa son consumidos por el hongo como fuente primaria de
energia para el crecimiento del microorganismo. Por lo tanto la relacion de la actividad
enziméatica del hongo y la accién del tratamiento alcalino esta ligada con el cambio en

las paredes celulares vegetales.

El incremento de 1 % de la proteina total sobre el contenido inicial, puede indicar
la proteina generada por los hongos, estudios mencionan que el cultivo en medio sélido
con hongos de la pudricién blanca puede mejorar el contenido de proteina de distintos
residuos lignocelulésicos y permite una mejor utilizacibn en la alimentacion de
rumiantes (Akinfemi et al., 2008). Algunos materiales bajos en proteina una vez
fermentados llegan a aumentar alrededor de 10-15% su contenido proteico
(Shojaosadati et al., 1999). Adomovic et.al. (1998) en un estudio realizado con P.
ostreatus en cultivo en medio soélido con rastrojo de trigo encontré que la proteina
aumento en promedio un 5 % en 30 dias, atribuible a la biomasa generada por el

micelio de hongo. Estos datos a su vez se asemejan con los generados por otros
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autores para la misma especie de hongo quienes reportan que este proceso aumenté

de 1-3% la cantidad de proteina. (Yang et al., 1993, Zadrazil, 1993; Bano et al., 1994)

La cantidad de cenizas en los tratamientos con Ca (OH), mostraron incrementos
asociados al pre- tratamiento alcalino que contiene Ca, aunque la concentracion de la
solucion es baja, influyd en el incremento un intervalo de 2 a.4 %, y sugiere la
modificacion de la composicion quimica en el sustrato. La literatura no reporta al Ca
como un elemento esencial en las funciones de producciébn enzimatica o de
metabolismo secundario fungico. Algunos otros metales pesados con cobre, hierro,
manganeso, molibdeno, zinc y niquel son esenciales para el crecimiento fungico y
pueden actuar como cofactores enzimaticos induciendo la actividad enziméatica cuando
son agregados en niveles conocidos, mientras que pueden ser toxicos cuando estan
presentes en exceso (Baldrian, 2003), sin embargo en este trabajo el aumento de la
actividad enzimatica se atribuyo, a una mayor accesibilidad de la superficie vegetal al
ataque del hongo y un cambio quimico en la estructura de las uniones de los
carbohidratos estructurales a la lignina.

La cantidad de cenizas encontrada necesita ser analizada ya que el balance
mineral en las dietas animales con el uso de este fermento puede verse influenciado.
Se menciona que los tratamientos con Ca (OH), no representan un efecto toxico a los
animales, usado en concentraciones de 30,60 g kg-' MS de paja. (Gandi et al., 1997;
Zaman y Owen, 1995) EIl tiempo de cultivo sélido provocé una disminucién de cenizas
en el tratamiento PL20cal pero no asi en el tratamiento TR20 cal en donde existié un

aumento influido por la disminucion de humedad y conversion de materia organica.
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Los datos de producciéon enzimatica en el tiempo, muestran picos maximos de
actividad en el dia 20 de CS, datos reportados por Avila (2005) en paja de maiz con P.
ostreatus muestran maxima actividad a los 15 dias de CS. Luna (2006) con la misma
cepa de P. ostreatus observdo maximas actividades de xilanasas en los dias 20 y 25.
Marquez et al., (2008) observaron que Trametes sp. EUM1 en CS en bagazo de cafa
presentd una maxima actividad xilanasas en los dias 14 y 19 de CS. Gomes et al.
(1993) realizaron un estudio con Thermomices lanuginosus para probar como distintas
fuentes de carbond, afectaban la produccion de enzimas xilanasas y encontraron que
todas las fuentes de carbond provenientes del sorgo soportaron la méaxima actividad
xilanasica con 10,145 U/gss seguido por paja de maiz, paja de trigo y salvado de trigo
con 2480,2191 y 1901 U/gss respectivamente. Los titulos de xilanasas tuvieron
diferencias significativas (p<0.05) cuando la paja de sorgo fue usada como principal
fuente de carbono atribuible a la naturaleza de la hemicelulosa y la presencia de
algunos nutrientes (activadores) en la fuente de carbono, superficie, tamafio de poro y
degradabilidad favorable interesantemente. Y cuando se cultivd en paja de sorgo
produjo hifas inusualmente intercaladas y anchas. Estas estructuras fueron asociadas a
la secrecion de xilanasas pues estas no se observaron cuando se cultivo al
microorganismo en otra fuente de carbono. Indicaron también que seleccionar una
adecuada fuente de carbono mejora la produccion enzimética y que la produccion de
xilanasas en paja de sorgo es una alternativa atractiva, barata y muy viable para ser
una fuente de carbono. (Gomes et al., 1993). En otros estudios se ha observado que
los sustratos de gramineas contienen arabinoxilanos que promueven una mayor

actividad xilanasas (Puls y Schuseil, 1993; Sing et al., 2000).
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La concentracion de proteina soluble tuvo un decremento en el dial5 en los
tratamientos con F. fomentarius. EUM1, cominmente la proteina soluble se relaciona
con la actividad enzimatica lacasas sin embargo Marquez et al. (2007), no encontré
correlaciéon entre la proteina soluble y la actividad lacasas mientras que encontré una
correlacién mediana para la concentracion de proteina soluble y la actividad xilanasas y
celulasas (r2=0.40; p>0.05) Martinez et al. (2005) variaron la fuente de nitrdgeno
(nitrato de amonio) y carbono (glucosa) simultdneamente y la actividad lacasas en el
hongo Trametes versicolor, es baja (3.42 £1.04 U) sin embargo encontraron valores
méaximos de produccion (8.62 U y 8.34) al adicionar nitrato de amonio o glucosa al
medio. Concluyeron que la actividad de las enzimas lacasas es mejor cuando el medio
tiene un enriquecimiento bajo. Entonces los esquilmos agricolas cuando se utilizan
como sustratos para el CS permitirian expresar al hongo algunas caracteristicas

enzimaticas degradadoras.

De acuerdo con Master y Field (1998) las enzimas ligninoliticas son producidas
durante el metabolismo secundario bajo condiciones limitantes de nitrégeno aunque. P.
ostreatus en presencia de nitrdgeno no reprime la producciéon aunque si la limita. El
mismo microorganismo cultivado en medio solido sobre residuos la industria vitivinicola
produjo 2144.6 +57.8 U/l de actividad lacasas después de 10 dias de cultivo (Stajic et
al., 2006). Otro estudio con distintos hongos lignoliticos en residuos de la industria
alimentaria encontré que Trametes comparativamente con otros hongos de la pudricion
blanca, tenfa una alta produccién de enzimas lacasas extracelulares (9000-20000 UI™)

entre los 7 y 14 dias de fermentacién sumergida. Este dato confirma algunas otras
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observaciones que muestran que Trametes puede llegar a producir valores

significativamente altos de lacasas (Songulashvili et al., 2007).

Ademas Mérquez et al., (2008) en un estudio realizado con. Trametes sp. EUM 1
en bagazo de cafia encontré que las xilanasas y celulasas producidas por Trametes sp.
EUM1 tuvieron la mayor actividad (P<0,01) expresando 141,77Ul.g-1 MS vy
1073,8Ul-mg-1 proteina las primeras, y 9,04Ul-g-1 MS y 69,16Ul-mg-1 proteina las
celulasas, sin diferencias significativas entre 14 y 19 dias. En comparacion con P.
ostreatus a actividad de estas enzimas fue menor (P<0,01). Un dato relevante fue que
la mayor (P<0,01) actividad de lacasas expresada por P. ostreatus con promedios de
15,54 Ul-g* MS y 128,75 Ul-mg™ proteina a los 14 dias de fermentacion, fue mayor
(P<0,01) que a los 19 dias (11,75 Ul-g* MS y 102,88 Ul-mg™ proteina). En Trametes
sp. la actividad de lacasas fue menor (P<0,01) que en P. ostreatus y similar en ambos
tiempos de fermentacion.

Los sustratos lignocelulésicos confieren un patrén similar de crecimiento a los
hongos en estudio o de la misma especie, pero debido a que cada sustrato posee una
composicién distinta, el crecimiento puede variar en funcién de esta e influye de

manera directa en la capacidad degradante de cada especie de hongo.
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CONCLUSIONES

Los hongos en estudio junto con el tratamiento con Ca (OH), son capaces de
adaptarse al sustrato y modifican su calidad nutritiva. P. sapidus tuvo la mayor
velocidad de crecimiento radial y fue mas eficiente en comparacion con F. fomentarius.

EUML1 en transformar la materia organica en biomasa en el medio con paja de sorgo.

La actividad enzimatica celulasas, xilanasas y lacasas fue paralela con los
cambios en la composicion nutricional. La produccion de xilanasas fue mayor que la de
celulasas en P. sapidus y F. fomentarius EUM1 y se relacioné con la capacidad
adaptativa de hongo al sustrato, el tipo de carbohidratos que forman la pared vegetal
de la paja de sorgo y la especificidad de los complejos lignocelulésicos para degradar
mejor ciertos xilanos que la celulosa de la pared celular. EI hongo F. fomentarius.
EUML1 en comparacion con el hongo P. sapidus produjo mayor cantidad de enzimas, lo
cual lo hace un microorganismo de eleccion para realizar fermentacion sélida sobre
paja de sorgo. Y la combinacién del cultivo sélido con el tratamiento con Ca (OH),

mejoro la actividad enzimatica lignocelulésica.
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CAPITULO Il
PRODUCCION DE GAS IN VITRO Y DESAPARICION DE LA MATERIA SECA DEL
CULTIVO SOLIDO CON HONGOS LIGNINOLITICOS

RESUMEN

La paja de sorgo, es un esquilmo agricola abundante en el pais que se usa como
alimento para rumiantes, por su baja digestibilidad existen tratamientos quimicos y
biologicos para elevar su calidad. Por tanto el objetivo de este estudio fue evaluar las
caracteristicas fermentativas in vitro del cultivo sélido de paja de sorgo tratada con Ca
(OH), y sin tratar y fermentada durante 20 d con los hongos Pleurotus sapidus y Fomes
fomentarius EUM1. Se uso la produccién de gas in vitro y se midié variables, Vmax, S,
L, desaparicion de la materia seca, AGV y N-NH;. El disefio experimental fue bloques
al azar generalizados y se compararon medias por contrastes. El tratamiento con Ca
(OH2) mostré mejor produccion de gas fraccional (p<0.05) de 0 a40 h de fermentacién y
Vmax (382.10 mL g™). El tratamiento con F. fomentarius EUM1 y CaOH, tiene el mejor
Vmax en comparacion con P. sapidus. Ademéas P. sapidus aumenté la formacion de
biomasa microbiana (p<0.01) y F fomentarius EUM1 la produccién de acido acético 24
h (p<0.01). Se concluye que el tratamiento con Ca (OH,) mejora las caracteristicas
fermentativas de la paja y el tratamiento con hongos influye en la formacion de masa

microbiana. Y no existié sinergia en el tratamiento combinado.

Palabras clave: produccién de gas in vitro, cultivo sélido, Fomes fomentarius EUML1,
Pleurotus sapidus
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CHAPTER Il
IN VITRO GAS PRODUCTION AND DRY MATTER DISSAPEARANCE OF SOLID
CULTURE WITH LINOLYTIC FUNGI

ABSTRACT

The sorghum straw, it is one of the most abundant lignocellulosic waste in the country
that is used as feed for ruminants, for its low digestibility there exist chemical and
biological treatments to raise its quality. Therefore the aim of this study was to evaluate
the rates of gas production in vitro of the solid culture of sorghum straw treated with Ca
(OH) 2 and without treating and fermented during 20 d with the fungi Pleurotus sapidus
and Fomes fomentarius EUM1. There was used the production of in vitro gas and one
measured Vmax, S, L, disappearance of the dry matter, AGV and N-NH3. The
experimental design was blocks at random widespread and averages were compared
by contrasts. The treatment with Ca (OH), showed better production of fractional gas
production (p<0.05) of 0 a 40 h of fermentation and Vmax (382.10 mL g-1). The
treatment with F. fomentarius EUM1 and Ca (OH), has the best Vmax than P. sapidus.
In addition P. sapidus increased the training of microbial biomass (p<0.01) and F
fomentarius EUM1 the production of acetic acid 24 h (p<0.01). One concludes that the
treatment with Ca (OH), improves the fermentative characteristics of the straw and the
treatment with fungi influences the formation of microbial mass. And synergy did not

exist in the combined treatment.

Key words: gas production, solid culture, Pleurotus sapidus, Fomes Fomentarius
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INTRODUCCION

La produccién de grano de sorgo en México es 5, 972,628 t afio(SIAP, 2008),
genera 10, 351,868 t de paja usada en dietas para rumiantes, que tiene un alto
contenido de FDN y baja digestibilidad (Alvarez y Combellas, 2005) por lo cual se usan
tratamientos fisicos, quimicos y biologicos para mejorar la digestibilidad de la paja de
sorgo. Algunos tratamientos biologicos usan el cultivo sélido con hongos de la pudricion
blanca como Pleurotus sp. y Fomes sp., que secretan celulasas, xilanasas y lacasas
(Marquez et al., 2008). Ademas se usa el Ca (OH), como tratamiento quimico (Gandi et
al., 1997). Mediante la técnica de producciéon de gas in vitro se puede determinar
efectos de compuestos secundarios en la actividad microbiana ruminal, describir la
cinética de fermentacion, analizar efectos asociativos de diversos alimentos, examinar
el efecto de aditivos en la fermentacién ruminal y elucidar la composicién de gases de
la fermentacién (Getachew et al., 2005; Posada y Noguera, 2005). Aiple et al. (1996)
indican que el método de produccién de gas es mejor para predecir la energia neta en
ingredientes alimenticios pero las respuestas son variables al usar pajas tratadas con
hongos de la pudricién blanca (Karma y Zadrazil, 1986) o enzimas exégenas (Tricarico
y Dawson, 2005) en estudios de fermentacion in vitro, lo cual se atribuye a la
especificidad enzimatica por el sustrato, contenido de humedad en el alimento y la
especie de hongo (Karunananda et al., 1995). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la fermentacion y desaparicion de la materia seca mediante la técnica de
produccion de gas in vitro, de la paja de sorgo tratada con Ca (OH),, (0.7 %) por 24 h

combinado con el cultivo sélido con F. fomentarius EUM1 o P. sapidus.
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MATERIALES Y METODOS

Tratamiento de la paja de sorgo

La paja de sorgo se cortd (2 a 5 cm), una porcion se remojo con agua destilada y
otra con una solucion alcalina de Ca (OH),, 0.7 %, para alcanzar una humedad de 80
% por 24 h. Después la paja se esteriliz6 a 15 Ib PSI por 20 min y se enfri. Una
porcion de 10 g se inoculdé con P. sapidus y otra con F. fomentarius EUM1, colocando
cinco cuadros de agar paja de sorgo de 1 cmz2 colonizado por 7 d con los hongos. La
paja inoculada con P. sapidus se mantuvo en una estufa de cultivo a 28 °C y la de F.
fomentarius EUM1 a 35 °C, por 20 d. La proporcidn final de Ca (OH),, en la paja fue de

5 g por cada 100 g MS de paja.

Tratamientos de la produccién de gas in vitro

Los tratamientos humedos fueron paja sin y con Ca (OH), tratada con P. sapidus
(PL y PLc), o con F. fomentarius EUM1, sin y con Ca (OH), (TR y TRc); los
tratamientos testigos: fueron paja de sorgo humedecida con agua o humedecida con la
solucién de Ca (OH), (DO, DOc), preparados 24 h antes de iniciar la prueba de
desaparicion de la MS in vitro. Los tratamientos secos fueron paja tratada con P.
sapidus (PLs), paja tratada con F. fomentarius EUM1 (TRs) y paja sin tratar (PS), estos
se secaron y molieron antes de la prueba in vitro. Hubo cinco repeticiones por

tratamiento.

Fermentacion y desaparicion de la materia seca in vitro

Se uso la técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1994), para evaluar la

fermentacién. Las muestras de paja de sorgo (intervalo de tamafio de particula de 1

67



mm a 1 cm) se colocaron en frascos de vidrio &mbar (125 mL): 2.5 g para los humedos
y 0.5 g para los secos, se les agregé 90 mL de inoculo ruminal estandarizado con un
flujo continuo de CO, y se cerraron herméticamente. Se incluyeron tres frascos como
blancos, que sélo contenian indculo ruminal. Los frascos se colocaron en un bafio
maria a 39 °C y se midio la presion de gas a 0, 1, 2, 3,5, 7, 9, 12, 15, 18, 24, 30, 36,
42, 48, 60, 72, 96 h de incubacion, mediante un manémetro manual (escala de 0 a 1 kg
cm-2). Las lecturas de presién (kg cm?) se transformaron a volumen de gas con la
ecuacion de regresion lineal V= (P+0.0145) (0.018) ™ (Orskov y Mc Donald, 1979). Los
datos de volumen de gas y tiempo de incubacion se usaron para obtener el volumen
fraccional (Vf). Las variables de la cinética de produccién de gas: volumen maximo de
gas producido (Vmax), fase de retardo (L) y tasa de produccion de gas (S) se
obtuvieron con un modelo logistico (Pitt et al., 1999). El inéculo ruminal se obtuvo de
una vaca Holstein alimentada con alfalfa y concentrado (70:30). El liquido ruminal se
filtré y mezclé con una solucién mineral reducida en proporcién de 1:9 v/v. La solucion
mineral reducida contenia por L de solucion (4 g Ca,COs, 0.45 g K;HPO,, 0.45 g KH,
PO,, 0.45g (NH4)2S0O4, 0.90 g NaCl, 0.18 g MgSO,, 0.07 g CaCl, 50 mL de agua
destilada, 2 mL NaOH (1 N), 0.5 g de Na,S0,4, 0.5 g L-Cisteina, 1 gota de rezarsurina),
en bafio Maria a 39 °C con flujo continuo de CO,. Al final de la incubacién se filtro el
contenido de los frascos con papel filtro N 541 (@ poro 10 um) y se secé a 60 °C por 24
h; se peso para calcular la MS residual y calcular la DIVMS. En la MS residual se

determind FDN residual (FDNr).
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Determinacion de AGV y nitrégeno amoniacal

Se tomaron muestras del contenido liquido de los frascos de la prueba de
desaparicion de la MS de dos repeticiones por tratamiento, a las 12 y 24 h, se
mezclaron con acido metafosférico (25 % p/v) en una relacion 4:1, y se refrigeraron.
Después las muestras se centrifugaron 20 min a 11,000 PSI, del sobrenadante de cada
muestra se tomo 1 pL y se inyecté a un cromatografo de gases (Perkin ElImer, modelo
Clarus 500) con columna capilar (Elite PFAP) (Erwin et al,. 1961). Como gas
acarreador se utilizé H a un flujo de 5.5 mL min-%, la temperatura de inyector y detector
fue 250 °C, y la del horno 80 °C durante 1 min con incrementos de 20 °C min -* hasta
alcanzar 140 °C, con un tiempo por lectura de 8 min (Kung y Hession, 1995). Para
determinar la concentracion de N-NH; se tomaron 20 pL del sobrenadante y se
vertieron en tubos de 10 mL, adicionando 1 mL de fenol (10 %) y 1 mL de hipoclorito de
sodio (5 %), se incubaron en bafio maria a 38 °C por 30 min. Después a cada tubo se
agregé 5 mL de agua destilada. La absorbancia se leyd con un espectrofotbmetro

(VARIAN, modelo CARY I-E) a 630 nm.

Determinacion: energia metabolizable (EM), digestibilidad de la materia organica

(DMO) y masa microbiana (MM)

Dado que la produccién de gas es proporcional a la MS degradada se usé la
produccion neta de gas a 24 h de incubacion del sustrato a partir de la obtenida por 0.5
g (Menke, 1979). Para cada tratamiento y repeticién se calculé la EM (Kj kg™), DMO

(%) y MM (mg g™), usando los modelos propuestos por Menke y Steingas (1998).
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Disefio experimental y analisis de los datos

Se analizd el perfil de produccidon de gas para evaluar las fracciones de
degradacion del alimento (FI rapida fermentacion, Fll fermentacion intermedia y FllI
fermentacion tardia) en funcion de los picos de mayor produccion de gas. El disefio
experimental fue bloques al azar generalizados y el blogue fue la repeticion del
experimento en el tiempo. Los valores de volumen fraccional (Vf) para cada pico (FI, FlI
y Flll) se analizaron con la prueba de comparacion de medias de Tukey (p<0.05). Las
variables Vmax, L, S, DIVMS, AGV, FDNr, proporcién molar de acético, propionico,
butirico y asi como: EM, DMO y MM, se analizaron con el procedimiento MIXED (SAS.,
1999). La comparacion de medias se realiz6 por contrastes ortogonales (Cuadro 1).

(Steel y Torrie, 1986); las diferencias fueron aceptadas cuando p<0.01

Cuadro 1. Contrastes ortogonales para el efecto del tratamiento de la paja de sorgo con

Pleurotus sapidus, Fomes fomentarius EUM1 y Ca (OH)..

Contrastes Tratamientos Efecto analizado

Cl DO, DOc vs. PL, PLc, TR, T*. biolégico vs, alcalino con humedad
TRc

C2 PL, PLc, PLsvs TR, TRcy Tipo de hongo
TRs

C3 DOvs PLY TR T biolégico con humedad sin T alcalino

C4 PLs TRsvs TRy PL Secado y tamafio de particula sin T.

alcalino
C5 PSvs PLsy TRs T. biol6égico en seco sin tratamiento
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alcalino

C6 PL, PLcvs TRy TR cal Tipo de hongo en humedad cono sin T.
alcalino
C7 PS, PLs, TRsvs DO, PLy TR Humedad sin T. alcalino
C8 DOc, PLc, TRcvs DO, PLy T. alcalino-biologico
TR

*T =tratamiento

RESULTADOS Y DISCUSION

La produccién de gas resulta de la fermentacién de los carbohidratos solubles y
estructurales del sustrato mientras, que la fermentacion de proteina y lipidos es escasa
(Getachew et al., 1998). El perfil del Vf de gas (Figuras 1, 2 y 3) mostré que los
tratamientos DO y DOc producen mas gas entre las 60 y 80 h de fermentacion que PS
(Figura 1), pero PS produce mas gas de cero a 40 h de incubacién en comparacion con
PL, PLc, PLs (Figura 2). Este efecto es poco notorio en TR, TRc y TRs (Figura 3) y en
el ultimo tratamiento fue notorio que el secado reduj6é la produccion de gas in vitro
(Figura 3). El FI se present6 entre 5y 12 h de incubacion, Fll entre 24 y 39 h y Flli

entre 74y 84 h.
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Figura 1. Perfil de produccién fracional de gas in vitro de paja de sorgo, paja himeda

(DO) y paja tratada con CaOH,, (0.7 %; DQc).
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Figura 2. Perfil de produccion fracional de gas in vitro paja tratada con: P. sapidus (PL),

CaOHj; (0.7 %) mas PL (PLc) y seca ( PLs).
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Figura 3 Perfil de produccién fracional de gas in vitro de paja de sorgo, paja tratada
con: Fomes fomentarius EUM1 (TR), Ca OH, (0.7 %) mas F. fomentarius EUM1 (TRc) y

seco (TRs).

En el Cuadro 2 se presentan los valores medios de la produccion de gas (FI, Fll
y FlIl). PS produjo méas gas (p<0.05) en FI (23.123 mL g™) en comparacién a DO y DOc
pero DOc genera mas gas (p<0.05) en FIl (37. 433 mL g™) y FIll (37.425 mL g™) que
PS; el tratamiento alcalino, causé cambios estructurales, en las fases | y Il de Vf.
Tarkow y Feist (1969) encontraron que el tratamiento con &lcalis hidroliza la celulosa
provocando la pérdida parcial de su fraccion cristalina, transformandola en celulosa
amorfa, mas vulnerable al ataque enzimatico; y la saponifica mediante la formacion de
esteres entre acidos uronidos y hemicelulosa; ademas, la accion de los alcalis modifica
algunos de los componentes fibroso de la paja (Chen et al., 2007). EI DO sélo supera la

produccion de gas a PS en Flll. En general, el tratamiento con P. sapidus (PL, PLc,
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PLs) disminuyd (p<0.05) la produccion de gas en las fracciones Fl, Fll y FllI, con
respecto a PS (Cuadro2). Para P. sapidus, la mezcla de tratamientos (PLc) favorecio
(p<0.05) la produccion de gas en Fll y FIll (11.317 y 23.257 mL g™) en comparacién a
PL (9.788 y 18.019 mL g™). El tratamiento con F. fomentarius EUM1 (TR, TRc, TRs)
disminuyo (p<0.05) la produccién de gas solo en Fl, con respecto a PS, excepto en TRs
gue se secO y molié antes de fermentarla in vitro. El tratamiento con hongos o cultivo
solido, redujé la produccion del Vf en FI y modific6 marcadamente la fase Il, lo cual
refiere el cambio estructural provocado por los hongos. Lo anterior se puede deber a
gue P. sapidus y F. fomentarius EUM1 consumen nutrientes de la paja durante su
crecimiento y producen otros metabolitos como enzimas. Meneses et al. (2009)
determinaron que la maxima actividad enzimatica de xilanasas y celulasas de P.
sapidus y F. fomentarius EUM1 en paja de sorgo, ocurre antes de la maxima
produccién de lacasas entre los dias 9 y 15. Asi los tratamientos con mejor actividad de
xilandsas fueron TR y TRc 79.47 +8.69 y 68.95 +0.07 U g* MS, 15.24+0.99 y
12.01+0.07 U g™* MS de celulasas y para lacasas de 2.45+00 y 10.66+0.21 U g MS,
respectivamente. Las celulasas y xilanasas actian sinérgicamente para hidrolizar mejor
las paredes celulares (Bhat y Hazlewood, 2001); ademas los hongos de la pudricién
blanca utilizan carbohidratos solubles antes de degradar lignina (Krause et al. 2003).
Contradictoriamente para preparaciones enzimaticas (actividad xilanasas y celulasas)
de Trichoderma viridae, T. longibratum y Aspergillus niger en heno de pasto, los
tratamientos con enzimas estimulan las fases iniciales de degradacion del sustrato pero
estos efectos se reducen a medida que aumenta el tiempo de fermentacion (Giraldo et

al., 2007).
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Cuadro 2. Volumen fraccional de gas producido durante la fermentacion ruminal in vitro
(96 h) de la paja de sorgo tratada con Pleurotus sapidus, Fomes fomentarius EUM1 o

CaOH, (0.7 %).

Fraccion de alimento ¢

Tratamiento FI Fll Flll
--------------- Volumen fraccional de gas (mL g™") --------------

PL 9.7882 18.019° 25.477°
PLc 11.317 2 23.257 2 31.626 2
PLs 10.460 2 21.571% 22.664 °
TR 12.416 @ 32.496 2 35.411°2
TRc 9.740° 30.465 @ 32.388 2
TRs 7.394°¢ 15.973° 19.449°
DO 13.633°" 31.633 2P 39.923°
DOc 9.911°¢ 37.433° 37.425°
PS 23.123% 31.535° 30.236 ¢

Medias con distinta literal en una columna son diferentes (p<0.05). * FI: fraccion de
carbohidratos de rapida fermentacioén, Fll: fraccién de carbohidratos estructurales FllI:

fraccién de compuestos como lignina.

En el Cuadro 3 se presentan los valores para Vmax, L, S, DIVMS y FDNr. Para
Vmax hubo efecto (p<0.01) en C1, C3, C4, C5, C6 y C7, pero no (p=0.01) para C2 y

C8. El efecto del tratamiento biolégico (C1) produjo 93 mL g* menos de Vmax en
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comparaciéon al tratamiento alcalino (DO y DOc). Ademas los tratamientos TR y TRc
aumentan 176 mL g Vmax en comparacion con los tratamientos con PL y PLc (C6).
La variable Vmax se relaciona con la fermentacién potencial de un alimento y esta
relacionada con la cantidad, disponibilidad y composicion quimica del sustrato; la fase
Lag o fase de retardo, es el tiempo en el que los microorganismos inician la
degradacion de los componentes del sustrato. La tasa de produccion de gas es
directamente proporcional a la tasa de degradacion del sustrato (France et al., 2000). Al
respecto Vmax, S y L fueron mayores cuando la paja fue tratada con Ca (OH),. Las
variables de fermentacion fueron menores en la paja tratada con P. sapidus y la tratada
con F. fomentarius EUM1 y Ca (OH),. La produccion de gas mejora al incubar forrajes
tratados con enzimas exdgenas (Colombatto et al., 2003; Carro et al., 2005), pero en el
presente estudio se redujo.

La velocidad con la que los microorganismos del rumen fermentan los
componentes del alimento o tasa de produccién de gas, S, mostré un efecto (p<0.01)
en C2, C4, C5, C6; el C5 hace suponer que el tratamiento bioldgico (PLs y TRS)
disminuye S y al comparar el tipo de hongo, F. fomentarius EUM1 fermenté mas
rapidamente (0.02 h™*; p<0.01) la paja que P. sapidus (C2 y C6). Ademas el proceso de
secado de la paja antes de la produccién de gas in vitro disminuyé S (0.01 h™) en
comparaciéon con los tratamientos humedos (C4) donde hay mayor (p<0.01)
produccion. En la fase de retardo (L) se el tratamiento de la paja con P. sapidus
muestra un menor tiempo de retardo de la producciéon de gas in vitro en contraste al
tratamiento con F. fomentarius EUM1 (C2 y C6). También se observé que secar la paja

(PLs y TRs) antes de la produccién de gas in vitro reduj6 el tiempo de retardo (C4). En
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la DIVMS contrariamente a Vmax, el tratamiento de la paja con P. sapidus mejoro la
digestibilidad en comparacion al tratamiento con F. fomentarius EUM1 (C2 y C6).
Ademaés el tratamiento bioldgico (PLs, PL, TR y TRs) disminuyd la digestibilidad de la
paja de sorgo (C3, C5y C7).

En el presente estudio el tratamiento con hongo disminuyé la DIVMS, explicado
por el consumo de nutrientes durante el tiempo de crecimiento del hongo sobre la paja
de sorgo; sin embargo hay datos contradictorios pues Pelaez et al. (2008) indican que
el tratamiento con hongos mejora la DIVMS in vitro. Agosin et al. (1985) encontraron un
incremento de 30 % en la DIVMS de paja de trigo tratada con Dichomitus squalens y
Cyathus stercoreus, pero Eun y Beauchemin (2007) sefialan que muchos productos
enzimaticos disminuyen la eficiencia de fermentacion asi como la materia organica
degradada por mL de gas producido en 18 h de incubacion y que la degradacién es
proporcional a la cantidad de endoglucanasas usadas. Segun el analisis estadistico
para las variables de respuesta Vmax, L, S, DIVMS y FDNr, no existi6 efecto (p>0.01)

de bloque, pero si de tratamiento y bloque por tratamiento (p<0.01).
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Cuadro 3. Variables de produccion de gas in vitro (96 h)

Tratamiento Vmax (mLg?) S (h?) L (h) DIVMS FDNr (%)
PS (1) 351.60 0.02 2.24 53.49 67.98
DO (2) 343.65 0.01 7.61 29.60 86.79
DOc (3) 382.10 0.01 6.31 37.53 86.60
PL (4) 217.75 0.01 5.79 51.76 91.67
PLc (5) 264.75 0.01 6.22 46.85 92.11
TR (6) 311.51 0.02 10.89 35.22 87.11
TRc (7) 281.20 0.02 11.86 39.77 89.72
PLs (8) 233.38 0.01 4.71 43.24 80.24
TRs (9) 168.61 0.01 5.07 36.47 81.01
EEM 10.12 0.00 0.53 1.04 2.44

Contrastes: C1=2,3 vs 4,5,6,7; C2=4,5,8 vs 6,7,9; C3=2 vs 4,6; C4=8,9 vs 4,6; C5=1 vs
8,9; C6=4,5vs 6,7, C7=1,8,9 vs 2,4,6; C8=3,5,7 vs 2,4,6. Contrastes significativos: 1)
Vmax: C1, C3, C4, C5 C6 C7<0.001; 2) S: C2, C4, C5, C6 <0.001; 3) L: C1=<0.002,
C2,C4 <0.001, C5=0.003, C6, C7 <0.001; 4) DIVMS: C2,C3,C5 <0.001, C6<0.003,

C7<0.001; 5) FDNr: C4<0.001, C5=<0.006, C7<0.001.

La proporcién de AGV totales (Cuadro 4) fue de 12 a 23 mmol dL™. La
proporcién molar de &cido acético fue de 69 a 71 mmol dL™, de acido propi6nico de 19
a 21 mmol dL™ y de Acido butirico de 8 a 11 mmol dL™. No se encontraron diferencias

(p>0.01) en la proporcion de cada acido 12 vs 24 h de incubacion. En el analisis de los
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AGV totales, asi como acético, propiénico y butirico no existi6 efecto de tratamiento
(p>0.01) a 12 h de fermentacion, contrario a 24 h en donde si hubo efecto de bloque y
tratamiento (p<0.01). Las concentraciones de acido acético propidnico y butirico a 12 h
de incubacidon no se reportan en este documento ya los contrastes no mostraron
diferencias (p>0.01), por lo cual el andlisis se orienté a los datos de 24 h. La
concentracion de AGV totales disminuy6 (p<0.01) por el tratamiento fungico de la paja
(C1, C5); mientras que incrementd (p<0.01) debido al tratamiento con Ca (OH), (C8).
La proporcion molar de acido acético y propionico fue ligeramente mayor (p<0.01)
cuando la paja se secé y se molié antes de realizar la prueba de fermentacion (C4), y
fueron menores (p<0.01) cuando la paja se tratdé con Ca (OH),(C8). Este ultimo
contraste también mostré efecto para acido butirico. La concentracion de H-NH3
(Cuadro 4) entre 12 y 24 h fue equivalente en los diferentes tratamientos (p=0.01) de 15

a 20 mmol dL™. Y los contrastes no mostraron efecto para esta variable (p>0.01).

79



Cuadro 4. Acidos grasos volatiles y nitrdgeno amoniacal

Total AGV Acético Propidnico Butirico SIIZI'\lle mo
Mmol dL™ % % %
Tratamiento 12 h 24 h 24 h
PS (1) 16.20 23.20 69.80 21.23 8.96 20.41
DO (2) 13.00 16.50 70.99 19.56 9.44 17.72
DOc (3) 17.40  21.90 70.05 20.37 9.56 18.65
PL (4) 14.70 17.10 70.55 20.50 8.94 18.14
PLc (5) 14.20 16.00 70.19 20.69 9.11 15.14
TR (6) 12.60 17.10 70.22 20.84 8.92 17.40
TRc (7) 12.60 18.10 69.53 20.70 9.75 18.82
PLs (8) 12.70 16.50 70.83 20.23 8.93 20.16
TRs (9) 12.30 15.10 71.38 19.78 8.83 20.14
EEM 0.01 0.01 0.65 0.32 0.36 151

Contrastes: C1=2,3 vs 4,5,6,7; C2=4,5,8 vs 6,7,9; C3=2 vs 4,6; C4=8,9 vs 4,6; C5=1 vs
8,9; C6=4,5vs 6,7, C7=1,8,9 vs 2,4,6; C8=3,5,7 vs 2,4,6. Contrastes significativos: 1)
Total AGV 12h: C1<0.003, C5=<0.002, 24 h: C1, C5, C8<0.001; 2) Acético: C4<0.002,

C5<0.003; 3) Propidnico: C3, C4, C5 <0.001; 4) Butirico: C3<0.006, C8<0.003.

La EM y DMO calculadas (Cuadro 5) fueron menores (p<0.01) en la paja tratada
con P. sapidus y F. fomentarius EUM1, en comparacion con los tratamientos humedos
DO y DOc o PS (C1, C3, C5). La biomasa microbiana (MM) y adherencia (Cuadro 5)
fueron mayores cuando la paja fue tratada con P. sapidus y F. fomentarius EUM1, con

o sin Ca (OH),, (C1, C3, C5). Cuando se comparé PL vs TR(C6), PL incrementd
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(p<0.01) la MM vy la adherencia segun los calculos con los modelos matematicos de
Menke y Steingas (1998). Cuando P. sapidus crece sobre la paja se forman o liberan
sustancias nutritivas que pueden actuar como promotores del crecimiento microbiano.
Segun Martin y Nisbet (1992) los productos de la fermentacion con Saccharomyces
cerevisiae y Aspergyllus oryzae contienen metabolitos o productos de la fermentacion
gue estimulan el crecimiento de microorganismo ruminales. Muchas enzimas fibroliticas
exdgenas mejoran algunos componentes de forrajes para rumiantes; son varios
mecanismos de accién, algunos aumentan el ataque microbiano y otros mejoran la
colonizacion de la pared vegetal (Newbold, 1997). Sin embargo algunos efectos no
pueden ser equiparables al cultivo sélido ya que este no Unicamente contiene complejos
enzimaticos lignocelulésicos si no también otros metabolitos producto del crecimiento de

los hongos.
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Cuadro 5. Variables calculadas de la produccién de gas in vitro (96 h)

Tratamiento EM DMO MM Mﬁ?gsif:;ir%g
kJ kg* MS % mg g* MS gl MS
PS 7.14 48.32 270.03 147.53
DO 5.58 37.71 104.14 56.45
DOc 6.38 43.25 142.66 74.05
PL 4.48 30.72 305.72 116.36
PLc 4.89 33.52 209.39 93.69
TR 5.16 35.23 174.34 70.22
TRc 4.79 32.94 204.45 77.81
PLs 4.96 33.85 235.69 96.26
TRs 4.09 28.28 218.64 76.53
EEM 0.20 1.37 10.08 4.02

Contrastes: C1=2,3vs 4,5,6,7; C2=4,5,8 vs 6,7,9; C3=2 vs 4,6; C4=8,9 vs 4,6;: C5=1 vs

8,9; C6=4,5vs 6,7, C7=1,8,9 vs 2,4,6; C8=3,5,7 vs 2,4,6. Contrastes significativos: 1)

EM: C1=<0.001, C3<0.005, C5=<0.001; 2) DMO: C1<0.001, C3<0.007, C5<0.001; 3) MM:

C1, C2, C3<0.001, C5=<0.001, C6, C7<0.001; 4) Adherencia microbiana: C1, C2, C3, C5

C6, C7<0.001.

En este estudio no se encontr6 efecto de secado (C4), pero dichos efectos

pueden ser confundidos con el efecto de tamafio de particula. Las muestras en fresco

pueden producir menores volumenes de gas que los secos (Lowman et al., 2002),

debido a que el secado modifica a los alimentos lo que puede facilitar el ataque
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microbiano, la fermentacién, y como resultado aumenta la produccién de gas. Segun
Rymer et al. (1999), cuando se hidratan muestras antes de la fermentacion, la
hidratacion aumenta el volumen de gas producido y mejora el inicio de la segunda fase
de produccion de gas. Ademas el hecho de que el humedecimiento de la paja haya
reducido Vmax y S, puede deberse a que el tamafio de particula fue menor en el
sustrato seco y mayor en el himedo. Wimer et al. (1990) mencionan que el tamafio de
particula es un factor importante en la degradacion ruminal y el ataque de enzimético
pues las bacterias ruminales tienen mayor acceso la superficie de las paredes

vegetales, para su subsecuente degradacion.

CONCLUSIONES

El tratamiento alcalino mejoro las variables fermentativas. Pero el tratamiento de la paja
con Pleurotus sapidus promovio la formacion de biomasa microbiana y la produccion de
AGYV totales y acido propionico a las 24 h. Aunque el tratamiento fungico reduce las
variables de la produccion de gas in vitro, el aumento significativo en la formacién de
masa microbiana es importante en la nutricibn de rumiantes, pero la sinergia entre
tratamiento alcalino y hongos no mostré resultados significativos en las variables

fermentativas.
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CONCLUSIONES GENERALES

El tratamiento con Ca (OH), y Pleurotus sapidus o Fomes fomentarius. EUM1 sobre
paja de sorgo, modificO su composicion nutricional, la modificacion se realiza en los
componentes de las paredes -celulares (celulosa, hemicelulosa y lignina). F.
fomentarius EUM1 produjo mas enzimas xilanasas y lacasas en comparacion con P
sapidus. La remocion en el contenido de lignina del esquilmo fue menor que otros
componentes como la hemicelulosa o celulosa. En las variables fermentativas el cultivo
con P. sapidus increment6 la masa microbiana en las pruebas in vitro, lo cual es un
factor de suma importancia en el ambiente ruminal. Este Ultimo aspecto debe ser
estudiado con mayor énfasis ya que segun distintos referentes los cultivos sélidos con
hongos de la pudricién blanca pueden generar metabolitos de gran valor nutricional o
comercial. El uso combinado del tratamiento con Ca (OH), y hongos no mejoro las
variables fermentativas in vitro. Y se concluye en el analisis conjunto que el tratamiento
unicamente con Ca (OH),, es un tratamiento viable a nivel enzimético y de variables

fermentativas.
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