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RESUMEN

La biotecnologia permite trasformar moléculas complejas (celulosa y hemicelulosa) o sin valor nutritivo (urea) a moléculas
con valor nutricional para rumiantes, mediante el uso de técnicas de Fermentacion en Estado Solido (FES), con el fin
de aumentar, con respecto a su valor sin procesar el contenido de FDN digestible, PC y PV con apoyo de enzimas,
microorganismos (levaduras y bacterias) nativos e inoculado artificialmente durante la fermentacion. Se relacionaron
variables, tales como el precio de la cafia (Saccharum spp.) para la industria en el Soconusco, Chiapas, México, ademas
de la venta de toretes para engorda y leche bronca; reduccion del hato ganadero (por cambio de uso de suelo), escases
de pasturas, aumento en precio de granos, invasion de malezas resistentes, compactacion de suelo, plagas en animales, y
manejo nutrimental con dietas de baja calidad, con el fin de identificar una estrategia que permita aprovechar la cafia de
azucar y mejorarla nutrimentalmente para rumiantes. Se observd una mejora en la cantidad de PC sintetizada a partir de
urea adicionada a microsilos, sugiriendo que la FES es un proceso util para la produccion de enzimas y metabolitos, ademas
de mejorar la calidad en la alimentacion animal con bajo costo energético, dando un valor agregado en la produccion
de cafia y atenuar bajo costo energético, dando un valor agregado en la produccion de cafia y atenuar la limitacion de

alimento en el estiaje.
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ABSTRACT

Biotechnology allows transforming complex molecules (cellulose
and hemicellulose) or without nutritional value (urea) into molecules
with nutritional value for ruminants, through the use of Solid State
Fermentation (SSF) techniques, with the aim of increasing, with
regards to their value without processing, the content of digestible
NDF, RP and PV with help from enzymes, native microorganisms
(yeasts and bacteria) and artificially inoculated during fermentation.
Variables are related, such as the price of sugar cane (Saccharum
spp.) for the industry in Soconusco, Chiapas, México, in addition to
the sale of young bulls for fattening and raw milk; reduction of the
livestock herd (due to change in land use), scarcity of pastures, grain
price increase, invasion of resistant weeds, soil compacting, pests in
animals, and nutritional management with low-quality diets, with the
aim of identifying a strategy that allows using sugar cane and improving
it in nutritional terms for ruminants. An improvement in the quality of
RP synthesized from urea added to micro silos, suggesting that SSF is
a useful process for the production of enzymes and metabolites, in
addition to improving the quality of the animal diet with low energetic
cost, giving an added value in cane production and alleviating the

limitation of foods in the dry season.

Keywords: Tropical livestock production, Chiapas, ferments, enzymes.

INTRODUCCION

4 . el sector pecuario demanda aproxima-
E ﬂ M ex | CO, damente 20 millones de toneladas de
granos forrajeros; de éstos, el 50% corresponden a maiz amarillo (Zea mays
L)y el40% a sorgo (Sorghum sp.); los cuales son importados hasta en 60%
del volumen requerido. El incremento en el precio de los granos repercute
en la industria ganadera debido a la utilizacion de éstos en la alimentacion
de los animales, siendo los sistemas de produccion intensivo y semi-inten-
sivo los mas afectados. En el 2006, el precio internacional del maiz era de
87.6 USD t, para enero del 2008 a 194.32 USD, registrando un incremento
cercano al 122%, y el Banco Mundial, estima que los precios se manten-
dran al alza. La naturaleza quimica de la cafia de azucar (Saccharum spp.)
se caracterizada por el contenido de carbohidratos solubles (Sacarosa) vy
estructurales (celulosa, hemicelulosa vy lignina y nitrogeno ligado);, com-
ponentes principales de la fibra detergente neutro (FDN). Es importante
considerar el bajo porcentaje de materia seca (MS) de la cafia en compa-
racion con los cereales, aungue existe una superioridad en el rendimiento
de la cana y por ello, hace que el contenido elevado de agua no sea una
limitante para ser incluido en la alimentacion animal. El silo de cafia posee
deficiencias nutricionales, corregibles mediante la adicion de nitrogeno
no proteico (urea), subproductos agroindustriales, aditivos microbianos o
mezclas minerales (Monroy et al., 2006; Aranda et al.,, 2012), por lo que, se
ha investigado el efecto de los procesos fermentativos en mejoramiento
del contenido proteico, debido a que se ha reportado que la fermentacion
bajo condiciones aerobias mejora el valor nutritivo de los productos agri-
colas representando nuevas opciones para la alimentacion animal (Aran-
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da et al,, 2003). Estudios recientes
han demostrado que los procesos
de fermentacion en estado solido
(FES) mejoran el perfil proteico, re-
lacion entre proteina cruda (PC) vy
proteina verdadera (PV). Pelaez et
al. (2008; 2011) reportaron valores
de PC superiores al testigo tras so-
meter a la cafla a dos procesos fer-
mentativos consecutivos en pre-
sencia de un hongo lignolitico. La
FES con bajo contenido de hume-
dad (menor a 12%) y bajo un estado
no aséptico y natural (Robinson et
al.,, 2002); ha sido util para produ-
cir diferentes productos (enzimas),
combustibles y alimentos para ani-
males (GumbinaSaid, 1996; en Ro-
binson et al,, 2002). En las regiones
subtropical y tropical humeda, la
escasez de alimentos (forrajes) en
las epocas de sequia y de inunda-
ciones hacen necesario hacer la
conservacion de alimento que ga-
rantice el aporte energético y pro-
teico para los animales y con ello
mantener la produccion (Monroy
et al, 2006; Aranda et al, 2012).
Por ello, el objetivo de este traba-
jo de investigacion fue estudiar el
efecto de la FES bajo dos condicio-
nes ambientales, inoculadas con
una cepa de Bacteria acido lactica
(BAL) y la adicion de NNP sobre la
calidad de la cana de azucar.

MATERIALES Y METODOS

El material vegetal (Saccharum
spp.) se obtuvo en el gjido Plan de
Ayala, Huehuetan, Chiapas, Méxi-
co, ubicado a (15° 01" 18.09" N vy
92°22°10.22" O) a una altitud de
127 m.

Las pruebas in vitro de FES se lle-
varon a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia Animal de la Facul-
tad de Ciencias Agricolas, mien-
tras que la determinacion de PC
fue procesada en el Laboratorio



de Bromatologia en la Facultad de Ciencias Quimicas
ambas del Campus IV de la Universidad Autonoma de
Chiapas, Chiapas, México.

Procesado de material vegetal y tratamientos

La cafia de azucar integral (tallos, hojas y cogollos) de
300 d de desarrollo (por el mayor contenido de azu-
cares) se proceso en fresco en un molino tipo Willey
(Eléctrico ED-5, Tomas-Willey Mill, EUA) con criba de
2.54 cm, se obtuvo una particula de 0.5 cm de largo
por 0.1 cm de ancho en promedio. Para el ensilaje se
utilizo el modelo de micro silos de plastico negro a
los que se incorporo 5 kg de cafia de azucar integral
molida (CAIM) mas 2% de urea, con o sin inocular la
bacteria acido lactica (BAL; Pediococcus acidilactici,
Lindner) con flujo de oxigeno (O) o bidxido de car-
bono (CO»), la placa tuvo un espesor de 20 cm sin
compactacion.

Conteo de carga bacteriana

La concentracion bacteriana fue estimada usando
el método del numero mas probable (NMP, Figura
5) segun la técnica descrita por Harrigan y McCan-
ce (1979), con tres repeticiones por tubo de cultivo
(13%100 mm, PIREX®, México) con 4.5 mL de medio
de cultivo para bacterias totales (BT) con: 0.06 g de
D-(+)-glucosa+0.06 g D-celobiosa+0.06 g de almi-
don, 30 mL de FR clarificado, 5.0 mL de solucion mi-
neral | (6 g KzHPO,4 en 1000 mL de H»O), 5.0 mL de
solucion mineral Il [6 g KHoPO4+6 g (NH4)»SO4+12
g NaCl+2.45 g MgSO4+1.6 g CaClo-H>O en 1000 mL
de H»Ol, 2.0 mL de solucion al 8% de NayCOz, 2 mL
de solucion sulfido-cisteina (2.5 g L-cisteina en 15 mL
de 2N NaOH+2.5 g NayS-9H,0 aforado en 100 mL de
H,>0), 0.2 g de tripticasa peptona y 0.1 mL de solucion
al 0.1 % de resazurina. Mientras que para las bacterias
celuliticas (BC) se utilizd el mismo medio con 0.5 g de
celulosa cristalina, como Unica fuente de energia, se-
gun la técnica reportada por Ley de Coss et al. (2013).
La concentracion de BAL se determind en medio de
cultivo MRS de acuerdo con De Man et al. (1960). El
pH se ajustd a 6.4x0.02 con HCL 0.1 N y se midio con
un potenciometro (Orion A250, Orion Research, Inc.
USA). Los medios fueron esterilizados durante 15 min
a 121 °C y 15 psi, y se depositaron 4.5 mL de medio
en tubos de cultivo; los medios estériles se inocularon
con 0.5 mL de un extracto obtenido de la mezcla de 5
g de ensilado de los tratamientos (en cada periodo de
fermentacion)+5 mL de agua estéril. Después de agre-

Figura 1. Localizacion de la parcela donde se obtuvo la cafia de azu-
car integral (Saccharum spp.).

gar el inoculo, los tubos se mantuvieron 24 h a 38 °C
para BT y BAL y 10 dias para BC, los medios positivos
fueron aquellos que presentaron turbidez.

Analisis de proteina cruda

Se tomaron 10 g de muestras que fueron secadas a
60 °C, para determinar el contenido de PC, posterior-
mente las muestras fueron procesadas por digestion se-
gun el metodo micro-Kjeldahl, multiplicando el nitroge-
no total de la muestra por el factor de conversion 6.25
segun Lynch y Barbano (1999).

Se utilizo un disefilo completamente al azar con arreglo
factorial 2x2 (2 niveles para indicar fermentacion en
presencia de O, o de COy, respectivamente, y 2 niveles
para adicion o no de P. acidilactici) con tres repeticio-
nes por tratamiento. Los datos del conteo bacteriano
fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis
con datos de rangos independientes (Wilcoxon), la PC
y el pH fueron analizadas mediante un procedimiento
multifactorial con el procedimiento GLM utilizando el
paquete estadistico de SAS, bajo el método de compa-
racion multiple de Tukey (P=<0.05) (SAS, 2009).

Cuadro 1. [dentificacion de los tratamientos evaluados.

CAIM con P acidilactici y condiciones aerobias
1A .
(flujo de Oy)
18 CAIM con P, acidilactici y condiciones anaerobias
(flujo de COy)
CAIM sin P acidilactici y condiciones aerobias
2A )
(flujo de O3)
o8 CAIM sin P, acidilactici y condiciones anaerobias
(flujo de COy)




RESULTADOS Y DISCUSION

Contenido de proteina cruday pH
Al inicio hubo reduccion en el pH
en los tratamientos bajo flujo CO»,
este efecto fue independientemen-
te de la presencia de P. acidilactici
en el medio; mientras que con flujo
O> los valores de pH fueron supe-
riores, lo que indica un efecto so-
bre la FES de la cafia, los metabo-
litos producidos y en la estabilidad
del pH. Por ello, en los tratamien-
tos 1A y 2A las condiciones permi-
tieron mantener un pH por arriba
del neutro, sin dafo al producto,
tanto en la calidad nutritiva (PC),
ni organoléptica. En el contenido
de PC hubo mejoras en todos los
tratamientos (Cuadro 2), pero fue
superior desde las 24 h en el trata-
miento 2B; Unicamente, a las 48 h,
los tratamientos con P. acidilactici,
con y sin Oy fueron similares con
el 2B; posteriormente se redujo el
contenido de PC, posiblemente
por un catabolismo de la proteina
por accion de enzima bacterianas
presentes en el medio, aungue el

Cuadro 1. Valores de pH y concentracion de proteina cruda en
los tratamientos.

nivel de PC de estos tratamientos (1A y 1B) son aceptables para la alimenta-
cion de rumiantes.

Estos resultados implican que la existencia de bacterias y levaduras nativas
en la cafa permite la sintesis de proteina microbiana a partir de urea. Lo que
permitio que el contenido de PC en el ensilado de cafia, superara al de la
cafia sola (4%). Inocular con P. acidilactici no mejoro el contenido de PC en
los tratamientos en comparacion con los no inoculados, aunque a las 48 h
hubo mayor contenido de PC en todos los tratamientos (condiciones con
O,y CO») pero esta cantidad se redujo, con excepcion tratamiento 2B, al
finalizar el periodo de incubacion (72 h) efecto posiblemente causado por
la accion de enzimas (ureasas microbianas) con la formacion de amoniaco
y liberado al medio ambiente.

Respecto a los niveles de proteina, diversos trabajos de investigacion conclu-
yen que es indispensable buscar una sintesis microbiana que permita valores
maximos de PV superiores a 49.5% (PV:PC), y que de alguna manera ino-
cular microorganismos como levaduras y bacterias contribuyeron a lograr
esos valores (Valdivie et al., 1997; Cardenas et al,, 2008). Monroy et al. (2006)
reportaron valores de entre 13.72 a 15.18% de PC y de 8.89 a 11.61% de PV
cuando a la cafia de azucar se le adiciono melaza y pulida de arroz (Oryza
saltiva L.); y valores de 14.57 % de PC y 9.56 % de PV a 70 dias de conserva-
cion; obteniendo los mayores valores promedio a 20 dias de conservacion
con 15.34 y 10.94% de PC y PV respectivamente, y que son valores similares
a los encontrados en este trabajo, unicamente que los valores de PC fueron
similares a los tratamientos bajo anaerobiosis. Lo que ugiere que a mayores
dias de conservacion y/o fermentacion, mayor pérdida de PV en forma de
amoniaco y mayor concentracion de acido lactico. Se reporta que valores
mas bajo de pH ayudan a mayor retencion de PC, y ma-
yor fermentacion de los azucares permite la formacion
de mayor cantidad de PV (Ramos, 2006).

Los valores de pH arriba del neutro en este trabajo per-

pH manecieron asi durante todo el tiempo de fermentados

1A 230ab 860a 8463 en presencia de O, (1A y 2A), no asi donde hubo flu-
1B 6.70b 6100 5 8¢ jo de COy cuyos valores fueron acidos, lo cual asegura
oA 8514 8584 6750 un proceso de ensilado de buena calidad. Aranda et al.
o5 491c 420c 4174 (2012) atribuyen dicho fendmeno a un proceso de vo-
et 056 058 025 latilizacion del nitro’geho no proteico (NNP)lduran.te el
Proteina Cruda () proceso de fermentacion, lg que se correlaciona direc-

tamente con la menor cantidad de proteina detectada

A 13150 24.16a 13100 en estos tratamientos. Estos mismos autores evaluaron
18 14436 19.116 15750 distintos parametros bromatologicos de FES de cafia de
oA 22823 14450 14.230 azucar adicionado con urea, sulfato de amonio, Vita-
2B 215la 263la 22.75a fert® v zeolita mexicana, reportando mayor cantidad de
EEx 169 2.25 1.58 proteina desde las 24 h que en aquellos tratamientos

a b ¢ dMedias con distinta letra en una columna son diferentes
(p=<0.05); E.E.M: error estandar de la media. 1A: Cafia de azlicar+P.
acidilactici+O,; 1B: Cafla de azucar+P. acidilactici+CO,; 2A:
Carfia de azucar sin P. acidilactici+O,; 2B: Cafia de azucar sin P.

acidilactici+COs.
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que no fueron fermentados, con una reduccion en el
contenido de PC en las horas siguientes (Aranda et al.,
2012), al igual que en el tratamiento 1A y 2A de este tra-
bajo.



Conteo bacteriano

Aunque al inicio de la fermentacion hubo diferencia
(P<0.05) en la concentracion de BAL entre tratamien-
tos, este grupo de bacterias crecio en todos los tra-
tamientos hasta una cantidad similar en un periodo
de 48 h, lo que indica que hay la presencia de grupos
nativos de BAL en la cafa de azucar; sin embargo, al
finalizar tiempo de fermentacion (72 h) unicamente
el tratamiento 1A fue el que tuvo la mayor cantidad
(P<0.05) con el resto de tratamientos, aunque sin di-
ferencia (P>0.05) entre ellos. Pero, ademas, en estos
tratamientos se presento la mayor reduccion en el pH
en comparacion con el 1A, lo que implicaria que la
cepa de P. acidilactici se adapta a medios con flujo de
O, pero no con flujo de CO»,, pero también indican
que existen cepas bacterianas nativas de BAL anaero-
bias facultativas que a las 48 h tuvieron una poblacion
similar al tratamiento inoculado con la cepa aislada en
el laboratorio con concentraciones superiores a 108
células g™t de MS.

Se ha recomendado que la circulacion de oxigeno
en la FES facilita mayor

y mejor crecimiento de
tratamientos.

Cuadro 2. Concentracion de los diferentes tipos de bacterias en los

contra 10% bacterias g_1 de MS de los tratamientos con
flujo de Oy. Por el nUmero de células registradas en los
tratamientos, se infiere que independientemente del
inoculo, las BC tienen buen crecimiento en el ensilado
de cafla de azucar adicionada con NNP; aunque los
tratamientos donde se reporto el pH mas bajo las po-
blaciones fueron menores, lo cual es normal, en com-
paracion donde el pH registro valores de 5.76.

Respecto a la concentracion de BT a las 24 h, todos los
tratamientos, excepto el 1A, donde a 48 h fue menor
(P<0.05) al resto; y a 72 h, la concentracion menor
la registro el tratamiento 1B (ambos inoculados con P.
acidilactici). Sin embargo, la menor concentracion es-
tuvo en el orden de las 7.33x10" células g_l de MS,
mientras que la mayor fue de 2.10 x10% células g_1 de
MS lo que indica que las cepas nativas y las inoculadas,
de la cafla de azUcar, tienen excelente crecimiento bajo
las condiciones de cultivo establecidas en este trabajo.
La poblacion de BT de alrededor de 10% células g_1 de
MS fue lo que posiblemente permitio el aumento en
los niveles de PC resultante en todos los tratamientos
y, posiblemente, también
de su pérdida en forma

los microorganismaos de amoniaco en algunos
aerobios, permitiendo tratamientos.
mayor produccion de
metabolitos (Robinson et Bacterias acido lacticas (x10°) CONCLUSIONES
al., 2002), ademas la me- 1A 110a 150a 350a . | empleo de tec-
nor cantidad de agua en 1B 2003 1103 70b == nicas de conser-
la FES permite un mejor oA 756 150a 95b L vacion de forraje
manejo de los productos 5B 306 6003 70b (ensilado) como la FES
finales, lo que involucra EEM 84 160 33 de la cana de azucar es
mejor gasto de energia, Bacterias Celuloliticas (x106) una alternativa para la
lo cual permite el ma- alimentacion de rumian-
_ 1A 150000a 350a 140a
nejo en proceso para la B 250000 005 . tes en temporada de
fabricacion de alimentos secas. Este proceso de
para los animales en cor- 2h 140000a 102 280a fermentacion mejoro el
tos periodos de tiempo. 28 390000a 2002 280 contenido de proteina
EEM 120000 40 60 cruda, siendo aun ma-
En la concentracion de Bacterias totales (x10°) yor cuando hubo flujo de
BC no hubo diferencia A 312a /40 21002 CO», aunque se sugiere
(P>0.05) entre trata- 18 93/a 146a /330 realizar estudios de di-
mientos a las 24 y 48 2A 5/9a 333a 1000a gestibilidad in vitro y de-
h; sin embargo, la con- 2B 491a 23/a 2100a gradabilidad del produc-
centracion se fue re- EEM 198 88 444 to final para determinar
duciendo (P<0.05) en & b ¢ Medias con distinta letra en una columna son diferentes la cantidad y la calidad

los tratamientos donde
hubo flujo de CO, con

10’ bacterias g'1 de MS, acidilactici+COs.

(p=<0.05); E.E.M: error estandar de la media. 1A: Cafia de azucar+P.
acidilactici+Oy; 1B: Cafla de azucar+P. acidilactici+COy;
Cafla de azucar sin P. acidilactici+O»; 2B: Cafla de azucar sin P.

de la proteina verdadera
generada en dicho pro-
ceso, asi como la degra-

2A:
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dabilidad de la fibra cruda resul-
tante. El pH acido es un indicador
muy importante en la evaluacion
de la calidad de los ensilados, no
solo porque genera ambientes no
propicios para el crecimiento de
bacterias patdgenas, sino porgue
se estd estrechamente relaciona-
do a un alto contenido de proteina
debido a la formacion de acidos
organicos a partir del nitrogeno no
proteico (NNP). Los diferentes gru-
pos bacterianos (BAL, BC y BT) pre-
sentaron un buen crecimiento en
todas las condiciones de cultivo,
lo que indica que no es necesario
inocular cepas de BAL aisladas arti-
ficialmente para mejorar la calidad
nutritiva y organoléptica del ensila-
do de cafa de azucar intregral.
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