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Resumen

Se evalud la produccion de gas (PG) y digestibilidad in vitro de materia seca
(DIVMS) de rastrojos de maiz inoculado con el hongo Paraconiothyrium
brasiliense. Los parametros de PG y DIVMS se determinaron en muestras de
rastrojo con el hongo durante por 10 (R10) y 12 semanas (R12) en fermentacion
en sustrato solido. El desempefio de estos se compar6é con un rastrojo intacto
como grupo control (CON) que no fue tratado con el hongo. EI cultivo se realizo
con 0.99 g de materia seca de cada rastrojo, 10 ml de liquido ruminal y 90 ml de
saliva artificial durante 120 h a 39 °C. Se evalué la PG y la DIVMS en los residuos
sélidos del cultivo bajo un andlisis de comparacion de medias y de proporciones,
respectivamente. Se encontré una mayor PG en la muestra CON (266.6 cm?3), que
en las muestras de rastrojo incubadas con hongo, aunque sin diferencia respecto
al tratamiento R10 (247.99 cm?®) (P= 0.2021), pero siendo superior al R12 (219.5
m3) (P=0.0139). En cuanto a la DIVMS, se observé un comportamiento similar
entre CON y R12 (84.23 % vs 67.4 % respectivamente) (P=0.0265), sin
encontrarse diferencias respecto al R10 (71.7 %) (P=0.595). La exposicion de los
rastrojos de maiz al hongo P. brasiliense, durante 10 y 12 semanas, no mejoro la

PG, ni la DIVMS, respecto a un rastrojo control en cultivos ruminales.

Palabras clave: hongos, enzimas, lignina, forrajes, rumiantes



SUMMARY

Gas production (GP) and in vitro digestibility of dry matter (IVDDM) of corn stover
exposed to the fungus Paraconiothyrium brasiliense were evaluated. Two samples
of forage were kept in contact with the pure strain of the fungus for 10 weeks
(R10) and 12 weeks (R12) in an aqueous medium under anaerobiosis. Their
performance were compared against an intact stover, control group (CON).
Culture was made with 0.99 g dry matter of each stover, 10 ml of ruminal liqueur
and 90 ml of artificial saliva during 12 hours at 39 °C. The PG and IVDDM, were
assessed under comparatives means and proportions respectively. Higher PG
was found in CON (266.6 cm?), than the stover exposed to fungus, although
without difference to R10 (247.99 cm3) (P= 0.2021), but being higher to R12
(219.5 m?®) (P=0.0139). In the IVDDM, was observed a similar situation between
CON and R12 (84.23 % vs 67.4 % respectively) (P=0.0265), without finding
differences to R10 (71.7 %) (P=0.595). The exposition of corn stover to P.
brasiliense fungus, during 10 and 12 weeks, did not improve PG, neither IDD,

compared to an intact stover in ruminal culture.

Key words: fungus, enzymes, lignin, forage, ruminants.
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1. INTRODUCCION

El maiz ( Zea Mays) es una graminea que se cultiva a nivel nacional y mundial, se
produce en los ciclos agricolas primavera-verano y otofio-invierno, siempre que
existan condiciones agroclimaticas que oscilen entre los 25 °C y 30 °C de
temperatura y una humedad relativa de 40-80 % (SIACON-SIAP, 2011).
Anualmente se destinan alrededor de 7.8 millones de hectareas para la
produccion de maiz en México, que representa el 49.7 % de la superficie nacional
cultivable. La produccion nacional, durante el periodo 2008-2011 tuvo un
promedio anual de 21.3 millones de toneladas de grano y 25.5 millones de
toneladas de residuos (rastrojo), los cuales constituyen el 68 % de este cultivo. Se
estima que por cada kilogramo de grano que se cosecha, se produce al menos 1
kg de residuos (Macedo et al., 2001; Mufoz, 2011; SIACON-SIAP, 2011). Los
residuos de cosecha, también conocidos como rastrojos o esquilmos agricolas,
estan constituidos principalmente por los polimeros, celulosa, hemicelulosa y
lignina. Dichos polimeros forman parte de la pared celular de la plantas, dandoles
soporte, rigidez y resistencia contra factores climaticos y ambientales (Fuentes et
al., 2001).

El rastrojos de distintas plantas desempefia un papel preponderante en los
sistemas agricolas y pecuarios, y ha sido estudiado desde diferentes perspectivas
teméaticas y metodoldgicas a nivel mundial (Macedo, 2000). Son utilizados en la
alimentacion de los rumiantes, ya que son un complemento de energia en la
racion, pero sobre todo proveen suficiente materia seca para complementar los
requerimientos diarios del ganado (Herrera et al., 2008). En este sentido, el
rastrojo de maiz es el esquilmo agricola mas importante de México, ya que es
accesible por su precio y disponibilidad en la época de estiaje, ademas de que es
facil de conservar, procesar y almacenar (Villegas et al., 2001; SAGARPA, 2009).
Sin embargo, es uno de los forrajes con menor digestibilidad, la cual oscila entre
el 45y 55 % (Fuentes et al., 2001). Esto resulta de una baja disponibilidad de sus

nutrientes, que ademas son escasos, siendo sus contenidos de proteina cruda 5.9



%, energia metabolizable 1.58 Mcall/kg, fibra bruta 39.5 %, de la cual la fibra
detergente acida representa alrededor del 46.75 %. Valores que lo definen como
un forraje de baja calidad, que ademas posee una baja palatabilidad en ausencia
de granos saborizantes, edulcorantes u otros tratamientos que mejoren el
consumo del animal y su digestibilidad (Castafieda y Monroy, 1984; Howard et al.,
2004). Ante dicha situacion se han desarrollado algunos métodos para mejorar el
aprovechamiento del rastrojo, tales como el picado (entre 3-5 cm de largo), la
molienda (< 2 cm), y el uso de altas temperaturas y presion con vapor, con la
finalidad de hacer mas accesible la pared de la fibra de rastrojo a la flora
microbiana del rumen (Fuentes et al., 2001). El tratamiento de la pared celular del
rastrojo facilita su degradacion sin mayor uso de energia por parte del animal al
consumir, masticar y fermentar el alimento (Yescas et al., 2004). Igualmente
existen algunos métodos quimicos, como el uso de &lcalis o acidos fuertes para
romper los enlaces que unen a la celulosa y hemicelulosa a lignina, mejorando su
tasa de degradaciéon ruminal. Los quimicos mas usados son: hidréxido de calcio
(CaOHz), amoniaco gaseoso (NHs), hidrolisis de la urea o del &cido urico en
amoniaco (amonificacion) y acido sulfurico (H2SOa4) (Pandey et al., 1999; Lynd et
al., 2002). Los tratamientos con amoniaco en exceso pueden causar problemas
de salud a los animales con sintomatologias en el sistema nervioso, ademas de
que 2/3 se volatiliza causando contaminacion del aire y afectando la salud del
hato. El uso de urea en exceso en el rastrojo da como resultado un
adelgazamiento de las paredes ruminales provocando un envenenamiento y la

consiguiente muerte del animal (Pandey et al., 1999).

Por su parte las alternativas biotecnoldgicas reducen riesgos y permiten un mayor
aprovechamiento de la fibra de rastrojo mediante el uso de microorganismos
como los hongos, entre los que se han estudiado las species que sintetizan
enzimas lignoliticas como, lacasa, lignin-peroxidasa y manganeso-peroxidarasa,
(Lynd et al., 2002). Estas especies pueden ser mesobfilas o termdfilas,
produciendo la catalisis en condiciones favorables de temperatura, iluminacion y
humedad. Dichos hongos utilizan los componentes de la pared celular del rastrojo

como fuente de energia para su metabolismo (Juarez, 2002).



A la fecha no se ha evaluado la capacidad de especies del género
Paraconiothyrium, para delignificar la pared celular del rastrojo no obstante que se
ha documentado la produccion de enzimas lignoliticas extracelulares en algunas
de estas (Verkley, 2004).

Las enzimas aisladas de algunas species de hongos se han utilizado en distintos
procesos agroindustriales como la clarificacion de los jugos de frutas y vegetales,
en la extraccion de aceites, como antioxidantes, como facilitadores en el proceso
de maltado para la produccion de cerveza y en la nutricion animal, produciendo

cambios estructurales en la composicion de forraje (Marquez et al., 2005).

Algunas investigaciones realizadas para el tratamiento de esquilmos de maiz y
bagazo de cafa, se han realizado con enzimas de hongos de pudricién blanca del
grupo de los basidiomicetos, entre los que destacan las especies de los género se
mencionan los del genero Trametes, Pleurotos etc. Estos estudios han
demostrado resultados favorables en la degradacion de la pared celular de la fibra
por parte de algunas de las cepas fungicas evaluadas que los convierten, una

herramienta biotecnolégica para la degradacion de la fibra (Verkley, 2004).

Por las que las investigaciones realizadas con el grupo de los ascomicetes
concernientes a los Paraconiothyrium, poseen actividad de destruccion de la
pared externa de las plantas (Crous et al., 2000). Encontrandose enzimas como la
lacasa en mayor proporcion que lignin peroxidasa y manganeso peroxidasa que

se han aislado de huéspedes lefiosos (Lynd et al., 2002).

Estudios de digestion en forrajes con cepas de hongo Paraconiothyrium
brasiliense se han realizado, pretendiendo aprovechar sus propiedades descritas
como degradadores de fibra vegetales, esto para tratar rastrojos de maiz, dada la

importancia en la industria pecuaria de dicho sustrato.



Hipotesis

La inoculacién de rastrojo de maiz con el hongo Paraconiothyrium brasiliense
mejora su digestibilidad y produccion de gas en sistemas de fermentacion ruminal

in vitro.

Objetivo general

Evaluar la digestibilidad y produccion de gas in vitro de rastrojo de maiz inoculado
con el hongo Paraconiothyrium brasiliense, como una herramienta para mejorar

su calidad en la nutricion del ganado.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1. NUTRICION DE LOS RUMIANTES

Los rumiantes se caracterizan por poseer tres pre-estbmagos y un estdmago
verdadero o glandular, su dieta es a base de pastos, forrajes, granos, y los
residuos de cosecha, conformados por material fiboroso (Cronje, 2000), que es
degradado por microorganismos que se alojan en la cavidad ruminal
proveyéndolo de nutrientes (Mendoza et al., 2008). La nutricion se designa como
el proceso en el que organismo utiliza los distintos elementos de la materia
organica de los alimentos para la digestion, liberando energia (calor), debido a la
oxidacion de las sustancias organicas, (hidratos de carbono, grasas y proteinas)
contenida en los forrajes (Martinez, 2007), con la finalidad de cubrir las
necesidades fisiolégicas de crecimiento, desarrollo, mantenimiento, desarrollo
corporal, prefiez, y estado reproductivo (Haro y Haro, 2007). Este
aprovechamiento del forraje depende del estado O6ptimo del rumen, del
funcionamiento de la flora bacteriana, de la relacién energia-proteina, del
consumo de agua que depende de la edad, asi como del clima predominante y
consumo de la materia seca. (Araujo, 2002; Gasques, 2008). Al ser hidrolizados y
metabolizados por microorganismos ruminales, los forrajes producen amoniaco
(N2), productos finales de la fermentacion AGV (acético, propiénico y butirico),
metano CHa, didxido de carbono CO:2 e hidrogeno H: (Relling y Mattioli, 2003).

2.2. MICROBIOLOGIA

2.2.1. EL ECOSISTEMA RUMINAL

La mayoria de los microorganismos presentes en el rumen funcional son
anaerobios estrictos los cuales son bacterias, protozoarios y hongos (Abner y

Rodriguez, 2008), responsables de la degradacion de los componentes
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estructurales de las plantas en el que el niumero dependera de la composicion y
estructura de la dieta, asi como de la interacciones entre los mismos rumiantes y
el ambiente en que se encuentren (Cros, 1991). La interaccion entre los
microorganismos y el ambiente gastrico del animal constituyen una simbiosis, la
cual el rumen otorga un ambiente propicio de 39.5 °C, para la multiplicacion y
actividad metabodlica microbiana (Vargas y Kolver, 1997). Mientras que los
microorganismos aportan al rumiante los productos finales de la fermentacion
(AGV), sintesis de proteina bacteriana, aminoacidos esenciales y no esenciales,
asi como vitaminas hidrosolubles, como fuente de energia principal para el animal
(Pinos et al., 2002).

2.2.2. BACTERIAS RUMINALES

Las bacterias son microorganismos unicelulares (procariotas), sin nucleo definido
y pared celular formada por peptidoglucanos (Abner y Rodriguez, 2008). Son los
microorganismos mas abundantes del complejo reticulo-rumen, existiendo
alrededor de 10° y 10%° células bacterianas por g de contenido ruminal (Contreras
y Noro, 2010), e incluyen 32 géneros y 63 especies, siendo 16 géneros y 28
especies consideradas importantes por su numero y capacidades metabdlicas
(Abner y Rodriguez, 2008). Los producto metabdlicos resultantes de la
fermentacién del forraje por parte de las bacterias ruminales son los acidos grasos
volatiles (AGV), principalmente acético, propiénico y butirico (Blanco, 1999). Estos
acidos representan la principal fuente de energia para el rumiante siendo
absorbidos a través de la pared ruminal y transportados al higado los cuales son
absorbidos atreves de la pared ruminal y transportados al higado en donde se
metabolizan para ser distribuidos a los tejidos del cuerpo de los rumiantes
(Cronje, 2000).



llustracién 1. Tipos morfoldgicos de bacterias ruminales.

A).cocos. B). bacilos. C. espirilos (Abner y Rodriguez, 2008).

2.2.2.1. Bacterias hemiceluliticas; son las que hidrolizan la hemicelulosa que
contienen pentosas ademas de hexosas entre los azlUcares que forman la

molécula (Blanco, 1999; Contreras y Noro, 2010).

2.2.2.2. Bacterias amiloliticas; hidrolizan y digieren el almidon que se
incrementa considerablemente cuando la dieta es a base de almidones (Blanco,
1999; Contreras y Noro, 2010).

2.2.2.3. Bacterias proteoliticas; hidrolizan las proteinas y se utilizan como fuente
primaria de energia que utilizan los aztcares mono y disacaridos (Blanco, 1999;
Contreras y Noro, 2010).

2.2.2.4. Bacterias lipoliticas; hidrolizan el glicerol en moléculas de grasa, los
acidos grasos no saturados y los que se metabolizan de cadena larga y los

cuerpos cetonicos (Blanco, 1999; Contreras y Noro, 2010).

2.2.2.5. Bacterias metano-génicas; son las que producen metano a partir de la
reduccion del dioxido de carbono o el acido férmico, en este grupo destaca

Methanobacterium ruminantium, y son capases de utilizar diferentes acidos



organicos como lactico, succinico, malico, fumérico, oxalico (Blanco, 1999;

Contreras y Noro, 2010).

2.2.2.6. Bacterias que utilizan aminoacidos, como fuente de energia son
incapaces de utilizar otra fuente de energia y generalmente se incluyen dentro de

las bacterias proteoliticas (Blanco, 1999; Contreras y Noro, 2010).

Tabla 1. Clasificacion de las principales bacterias del rumen segun el tipo de

sustrato que fermentan (adaptado de Yokohama y Johnson, 1988).

Principales grupos celuliticas.

Fibrobacter
Succinogenes
Ruminococcus flavefaciens

Rutyrivibrio fibrisolvens

Principales especies proteoliticas.

Ruminobacter
Amylophilus
Prevotella ruminicola
Atreptococcus bovis

Butyrivibrio fibrisolvens

Principales especies hemiceluliticas.

Butyrivibrio fibrisolvens
Prevotella ruminicola

Ruminococcu. Sp

Principales especies utilizadoras de
lipidos.

Anaerovibriolipolytica
Eubacterium sp
Butyrivibrio
Fibrisolvens
Fusocillus sp
Treponemas

Bryantii

Micrococcus sp

Principales especies pectinoliticas.

Principales especies productoras de




Butyrivibrio

Fibrisolvens

Succinivibrio dextrinosolvens
Prevotella

Ruminicola

Treponema bryantii
Streptococcus bovis

metano.

Methanobrevibacter ruminantium
Methanobacterium formicicum

Methanomicrobium mobile

Principales especies amiloliticas.

Ruminobacter amylophilus
Atreptoccus bovis
Succinomonas amylolyticas

Prevotella ruminicola

Principales especies de amoniaco.

Prevotella ruminicola
Megasphaera elsdenii

Selenomona ruminantium

Principales especies utilizadoras de

azucares.
Treponema bryantii
Lactobacillus vitulinus
Lactobacillus ruminus

Principales especies utilizando acidos

Megasphaera eelsdenii

Selenomonas ruminantium

Principales especies ureoliticas.

Succinivibrio dextrinosolvnes
Selenomonas sp

Prevotella ruminicola
Ruminococcus bromii

Butyrivibrio sp

2.2.3. Protozoarios ruminales

Los protozoarios ciliados forman parte de la biomasa del rumen en un 50 %,

contribuyendo con 20 % de la proteina microbiana dependiendo del tipo de dieta




qgue se le suministre al rumiante (Vargas y Kolver, 1997). Su contribucion es
pequefia en el metabolismo en comparaciéon con las bacterias, ya que ninguna
accion de los protozoarios parece esencial para el metabolismo de los pres-
tomagos (Blanco, 1999). El nimero de protozoarios es de aproximadamente 10*a
11% células por g / ml de contenido ruminal, siendo anaerébicos estrictos, los
cuales no pueden sintetizar proteina a partir del nitrégeno no proteico (Abner y
Rodriguez, 2008). Estos tampoco pueden degradar la celulosa, pero en
compensacion estan capacitados para almacenar hidratos de carbono en forma
de polisacéaridos sométicos, los cuales son utilizados como fuente de energia
durante los intervalos de ingesta utilizando sus cilios como medio de locomocion y

adhesion para la degradacién de los sustratos accesibles (Vargas y Kolver, 1997).

llustracién 2. Protozoarios que habitan en el complejo reticulo-
rumen. (Abner y Rodriguez, 2008).

2.2.4. Hongos ruminales

Se descubrio la presencia de hongos en el rumen de los animales en los afios 70,
entre los géneros mas frecuentes estan, Neocallimastix, Caecomyces,
Pyromyces, Orpinomyces (Diaz et al., 2008). El hecho de que los hongos no
predominen en el rumen se debe a su tiempo lento de generacion en comparacion
con las bacterias (Vargas y Kolver, 1997). Esto representan el 8 % de la masa
microbiana, reduciendo su numero en el rumen con dietas ricas en concentrado e
inhibidos por algunas bacterias ruminales (Fondevila, 1998). Los hongos

producen un complejo enzimatico para degradar la fibra con actividad celulitica,
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para degradar la fibra, cuando los forrajes son demasiados maduros y encafiados
(Cronje, 2000), dirigiendo ademas parte de la lignina, la cual se asocia con su
capacidades fibroliticas o degradativas favorecidas por sus rizoides ramificados
que penetran el sustrato y facilitan la degradacion de la pared celular (Diaz et al.,
2008). Sin embargo no pueden degradar la pectina y el &cido poligalacturiano,
(Estrada et al, 1993).

2.3. DIGESTION DE LAS SUSTANCIAS ORGANICAS

2.3.1. Digestion de las proteinas en el rumiante

La proteina es un nutriente esencial en la nutricion de los rumiantes debido a que
cubren las necesidades de nitrégeno de los microorganismos ruminales, al mismo
tiempo que aportar amino&cidos y péptidos al animal (Bruni y Chilibroste, 2001).
Los microorganismos del rumen requieren nitrdgeno proteico y nitrégeno no
proteico, obteniendo este ultimo a partir del amoniaco (Pereira, 2008), el cual es
metabolizado en el higado a urea por accién de la enzima ureasa y secretado en
la saliva, para la sintesis de aminoacidos (Mcallister et al., 1996). Una disminucion
de amoniaco para las bacterias reduce la digestibilidad de los forrajes consumidos
y por consiguiente se tiene una menor produccion de AGV, que representa la

principal fuente de energia para el animal (Rodriguez y Rodriguez, 2007).

2.3.1.1. Hidrolisis y metabolismo de los aminoacidos

La hidrolisis de la proteina consta de varias etapas en las que los
microorganismos bacterianos se adhieren a la proteina soluble del forraje con
actividad proteolitica en un medio de pH de 5.5-7 (Mc Allister et al., 1993), es en

este punto en que la cadena peptidica es atacada por diversas exo y endo
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proteasas liberando péptidos y aminoacidos, los cuales son absorbidos por los
microorganismos para incorporarlos a la sintesis proteica produciendo AGV, CO:2
y amoniaco para cubrir los recubrimientos de energia y proteina (Martinez et al.,
2012).

La actividad proteolitica de los protozoarios es diez veces menor que la de la
bacteria en condiciones de pH 6-7 con una actividad de cisteina proteasa
actuando sobre el sustrato para que puedan ser engullidos facilmente (Rodriguez
y Rodriguez, 2007). Los aminoé&cidos se sintetizan intracelularmente por la
degradacion de los péptidos (Bruni y Chilibroste, 2001) Asi mismo, los
aminoécidos libres en el liquido ruminal del animal proceden mayoritariamente de
la lisis de los mismos microorganismos y de la sintesis microbiana (Klopfestein et
al., 1972). La energia destinada a la sintesis microbiana deriva de la fermentacion
de carbohidratos (Contreras y Noro, 2010), que determinan la cantidad de AGV y
energia producida durante la fermentacion la cual no sera aprovechada en su
totalidad por el rumiante, sino que una parte se destina a la produccién de ATP
para los microorganismos ruminales en la sintesis microbiana (Martinez et al.,
2012).

2.3.2. Digestion y metabolismo de lipidos en los rumiantes

Los lipidos son un grupo de diversos compuestos organicos presentes en los
tejidos vegetales y animales, insolubles en agua pero solubles en solventes
organicos como el éter (Marin et al., 2010). El extracto etéreo no refleja el
verdadero valor nutricional de la fraccion lipidica de los forrajes, ya que parte de
estos estan compuestos de sustancias saponificables (ceras, terpenos) de nulo
valor energético para los rumiantes (Palmquist y Jenkins, 2003). Los lipidos
incluyen a los acidos grasos unidos a glicerol, triglicéridos, glicolipidos y
fosfolipidos de las materias primas no forrajeras y los glicolipidos y fosfolipidos
que predominan en los forrajes (Palmquist, 1996). Siendo los &cidos grasos

insaturados mayoritarios en los lipidos de los forrajes, cereales y subproductos,
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mientras que en los forrajes verdes predominan los acidos linolinico y linoléeico
que representa el 10 y 20 % del total de los acidos grasos (Monson, 2004). Este
grupo de compuestos sufren dos importantes transformaciones en el rumen las
cuales son la lipdlisis y la hidrogenacién. La lipdlisis es la liberacién por hidrolisis
de los acidos grasos esterificados que se da en dietas ricas en almidon los cuales
contienen, triglicéridos, glicolipidos y fosfolipidos. La hidrogenacion consiste en la
reduccion de los enlaces dobles existentes en los acidos grasos liberados, que se
relaciona negativamente con la proporcion de concentrado en la dieta y se
intensifica con la abundancia de forraje (Sauvant y Van-Milgen, 1995; Kucuk et al.,
2001;). Por lo que el glicerol es rapidamente fermentado en acido propiénico y la

lactosa en acido acético (Hobson y Mann, 1961).

2.3.2.1. Catabolismo de los lipidos

La obtencién de energia de los lipidos se da por medio de la oxidacién de los
acidos grasos obtenidos de los triglicéridos por hidrolisis mediante la accién de la
lipasa para que se incorporen al siclo de Krebs (Kucuk et al., 2001). Mientras mas
largo sea el &cido graso mayor sera la cantidad de energia se obtiene de su
oxidacion (Marin et al.,, 2010). Algunas grasas se encapsulan en forma de
pequefias gotas de aceite, lo que les confiere proteccibn contra los
microorganismos del rumen, siendo los acidos grasos insaturados que
posteriormente se liberan en el intestino delgado los que estan disponibles para la
digestion (Palmquist, 1996). Un descenso en la digestibilidad de las grasas podria
ser causa de la limitada capacidad de produccién de la bilis, que es dependiente
exclusivamente de las sales biliares y de la lisolectina para la absorcion de los
lipidos (Marin et al., 2010).
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2.3.3. Digestién de los carbohidratos en el rumen

Los carbohidratos (CHOSs) son los principales constituyentes la materia seca (MS)
del forraje aportando energia tanto para los microorganismos y como para los
rumiantes (Bach y Calsamiglia, 2006), los cuales se clasifican de acuerdo a su
contenido celular, como de almacenamiento y estructurales (Mataix, 2015). Los
CHOs son fermentados en el reticulo-rumen hasta glucosa, la cual es utilizada
para el metabolismo propio de los microorganismos ruminales. La glucosa pasa a
piruvato, durante la glucolisis y por distintas vias metabdlicas, es transformado en
acetato, propionato o butirato que son los desechos del metabolismo anaerébico
de los microorganismos. Dichos metabolitos son precursores para la sintesis de
grasas. Otra parte es transformado en metano (CH4), que no aportan energia
siendo los AGV los Unicos utilizados como energia para el animal (Yescas et al.,
2004). El diéxido de carbono (CO.) es producto final del metabolismo aerdbico el
cual no es aprovechado y es eliminado mediante el eructo (Mendoza et al., 2008).
La formacion del acetato, se da mediante la sintesis de acetil-coenzima A (acetil-
CoA) a patrtir del piruvato con perdida posterior de un carbono y descoplamiento
de la acetil-CoA para generar el acetato, en el proceso equivalente del butirato se
utilizan 2 moleculas de Acetil-CoA, ambos procesos proveen ATP a los
microorganismos y el metabolismo energéticos de los animales (Ochoa y
Noguera, 2014).

2.3.3.1. Degradacion de la celulosa

Los microorganismos pueden degradar la celulosa en glucosa, utilizando dos
complejos enzimaticos que incluyen en primer término al complejo de
multiprotéico de celulasas extracelulares, las moléculas de celobiosa generadas,
son hidrolizadas las enzimas celobiosas para dar moléculas de glucosa (Ochoa y
Noguera, 2014). Este proceso hidrolitico es realizado por diversas especies de
bacterias, protozoarios y hongos, cuyas vias metabdlicas actian de manera

concertada ya que el producto final del metabolismo de un grupo constituye el

14



sustrato de otro grupo (Mc Allister et al., 1993). Por otra parte los AGV no son
utilizados por los microorganismos quedando disponibles para los rumiantes como
energia principal, ademas de la formacion de &cido férmico, isobutirico y valérico
esenciales para la sintesis de lipidos de cadena larga (Contreras y Noro, 2010).
La concentracion de los AGV depende de la dieta y es mas alta cuando esta
basada en el forraje (Calsamiglia, 1997). En alimento fibroso el patron de
fermentacion predominante genera acido acético, que va en relacion directa la
produccion de metano, esto implica que si produce menos metano se tiende a
producir mas propionato, por la aportacion de almidon concentrado hasta un 45%,

provocando un efecto negativo en la salud de las vacas (Yescas et al., 2004).

Grafica 1. Porcentaje de AGV con forraje y concentrado
(Wattiaux, 2000).

Butirato

Propionato,
25%

Propionato

Acetato
>tato, 65%
DIETA CON FORRAIJE

Butirato

Propionato,

Propionato
40%

Acetato Acetato, 45%

DIETA CON CENTRADO

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Tabla 2. Clasificacion de los carbohidratos adaptado por (Van Soest, 1982).

Carbohidratos Composicion

No fibrosos
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AzUcares solubles Mono y disacéaridos

Carbohidratos de reserva

Almidon Polimeros de glucosa unidos a en la se
alfa 1-4 y alfa 1-6

Fructosanos Polimero de fructosa

levanos Enlace B2-6 forrajes verde y granos de
cereal

Inulinas Enlace B 2-1 en los tubérculos

Pectinas Acidos galacturonicos arabinosa
galactosa

Acidos organicos Productos de la fermentacion de otros

carbohidratos ( ensilados)

Fibrosos

Celulosa Polimero de glucosa por enlace B 1-4

Hemicelulosa Xilanos, glucosa, arabinosa, manosa,
galactosa, acido galacturonico.

Lignina Polimero fendlicos generados por

distintos tipos de enlaces.

2.4. ESQUILMOS AGRICOLAS

2.4.1 Esquilmo agricola

Los esquilmos agricolas son definidos como el material vegetal que permanece
en el campo después de la cosecha es utilizado como alimento para los
rumiantes, pese a que posee poco valor alimenticio, baja digestibilidad, debido a
su estado de lignificacién y la gran cantidad de fibra que contiene (Bidlack y
Buxton, 1992). La fibra de los esquilmos solo puede ser degradada por los
microorganismos que se alojan en el rumen (Pinos et al., 2002). La fibra que
forma parte de los rastrojos es un agregado de componentes que no se constituye
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como una entidad propia, componiéndose de un tramado tridimensional de
hemicelulosa, celulosa y lignina en el que se le asocian minerales y demas
componentes (SAGARPA, 1990). Los esquilmos se consideradan de lenta
digestion debido la disponibilidad de la fibra que es reducida por su alto contenido
de lignina (Van Soest, 1964). La lignina es un compuesto que da soporte
estructural a las paredes celulares de las plantas, considerado un polimero
amorfo, constituido de derivados de fenil propano, que se encuentra en los
rastrojos, plantas lefiosas, raices, tallos y hojas (Tuomela et al., 2000). El
contenido de lignina de la pared celular aumenta conforme la planta madura,
dando proteccion a la celulosa y hemicelulosa, es estructuralmente heterogénea,

gue resisten la degradacion quimica o enzimatica (Bidlack y Buxton, 1992;).

La celulosa es el biopolimero mas abundante en el reino vegetal, siendo el mayor
componente de las paredes estructurales y fuente potencial de azucares dicho
polimeros esta constituidos por 3500 unidades de glucosa con el laces B-1,4 que
forman cadenas que al agruparse constituyen micro fibrillas (Cullen y kersten,
1992). La celulosa es insoluble en agua y resistente a la accidon enzimatica propia
de los rumiantes; sin embargo, puede hidrolizarse un 43 % mediante la accion de
acidos fuertes. En el rumen se hidrolizan por la accién enzimatica de bacterias,
hongos y protozoarios cuales producen mediante endo-b-glucanasas y glucano
hidrolasas que rompen los enlaces b-glucosidicos para el aprovechamiento de los
carbohidratos (Van Soest, 1964). La hemicelulosas se localizan en las paredes
formando parte de la forma amorfa considerandose como una mezcla compleja y
heterogénea de un gran numero de polimeros de monosacaridos, que incluyen
glucosa, xilosa, manosa, arabinosa y galactosa (Pérez et al., 2002). La
hemicelulosa es menos resistente a la degradacion quimica por poseer grupos

polares en sus azucares son facilmente solubles en agua (Howard et al., 2004)
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2.4.2 Factores que limitan el uso de residuos de cosecha

El uso de los residuos de rastrojo esta limitado por su bajo contenido de nitrégeno
y alto contenido de fibra lo que origina una baja digestibilidad debido a los niveles
de lignina que conforman una estructura de proteccion de la célula vegetal junto
con la hemicelulosa, y celulosa (Bidlack y Buxton, 1992). La dureza del rastrojo
esta dada por el grosor de la pared secundaria, que abarca hasta 76 % de su
volumen total (Jiménez et al.,, 1980). Es por esto que se debe de mejorar la
calidad nutricional del rastrojo mediante diversos tratamientos que permiten una

mejor asimilacion por parte de los microorganismos del rumen.

2.4.3. Método fisico en el tratamiento del rastrojo

Consiste en tratar mecanicamente los residuos de cosecha mediante accion
mecanica picado y moliendo. Estos tratamientos no mejoran la digestibilidad pero
el consumo voluntario si se incrementa, el cual esta regulado por la rapidez de
degradacion y por el tamafio de particula para pasar el reticulo-omasal
(Castafieda y Monroy., 1984). Otro método fisico, que a diferencia de los
anteriores si incrementa considerablemente la digestion de los forrajes es el
tratamiento con vapor caliente, el cual promueve la de lignificacion y la liberacion
de los &cidos organicos derivados de los grupos acetil de la estructura de la

lignocelulosa (Fuentes et al., 2001).

2.4.4. Métodos quimicos en el tratamiento del rastrojo

Consiste en tratar los forrajes fibrosos con sustancias alcalinas como amoniaco
(NHs3), hidroxido de sodio (NaOH) y urea, que permiten incrementar el consumo, la
digestibilidad y productividad del animal (Asmud y Lars, 1983). Los tratamientos

por humedecimiento con soluciones basicas o acidas, combinadas con el molido y
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el picado, provocan la ruptura de las paredes celulares por medio de la
solubilizacion de la hemicelulosa que se rompe de forma intermolecular
(Klopfenstein et al., 1972). En este proceso la hidrdlisis de los ésteres de acidos
urénicos y acéticos realizan una pre-digestion, por lo que se aprovecha de un
modo mas eficiente y estando disponible a los microorganismos del rumen, se
mejora la produccién animal (Garriz y Lépez, 2002). La urea puede ser utilizada
como una fuente de amoniaco incrementando la disponibilidad de la fraccion de
fibra de rastrojo de maiz y mejorando la digestibilidad, asi como el consumo del
rastrojo (Jayasura y Pereira, 1982). La urea es degradada por la accion de la
ureasa, que es de origen bacteriano asociada a la fase liquida salivar que se
asociadas a la pared ruminal en la produccion de amoniaco (Klopfenstein et al.,
1972). La urea actla en las paredes celulares, facilitando el acceso de bacterias a
los polisacéridos e incrementando el contenido de nitrégeno para el metabolismo
propio de la bacterias ruminales (Fernandez, 2014). Al igual que el hidroxido de
sodio se asocia a la solubilizacion parcial de la hemicelulosa y lignina (Martinez et
al., 2012). El alcali rompe los enlaces de hidrogeno de la celulosa, mediante la
hidratacion alcalina que contribuye a mejorar la digestion entre el 5y 10 %

incrementando asi el consumo voluntario del rastrojo (Brown y Montezinos, 1976).

2.4.5. Método bioldgico con hongos en el tratamiento del rastrojo

De acuerdo con el tipo de polimeros que degradan principalmente de la pared
celular vegetal, los hongos saprofitos pudren la materia organica (MO) (Diaz,
2011), Estos se clasifican en hongos de pudricidon blanca aquellos que degradan
principalmente la lignina, hongos de pudricion y café, que degradan
principalmente a la lignina y los hongos de pudricion blanda, los cuales
descomponen residuos vegetales en condiciones de saturacion de humedad
(Benitez et al., 1998). EI nombre de color (blanca y café) dado a los dos primero
grupos se debe a la coloracién que adquiere el sustrato cuando los hongos actian
sobre este. Los géneros de hongos que han sido mas estudiados en relacion a su
mecanismo de degradacion de material vegetal son los basidiomicetos de los

géneros Pleorutus, Trametes y Phanerochaete (Hatakka and Hammel, 2010).
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Estos hongos mineralizan la lignina basados en la produccion de radicales libre
por accion de enzimas extracelulares (Ortega et al., 2005), como lacasa, lignina
peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), con capacidades de des-
polimerizar a través del mecanismo de transferencia de electrones del sustrato al
oxigeno que es reducido a agua y proporcionando una dieta alta en carbono
propicia para los rumiantes (Gao, 2011).

2.5.  MICROORGANISMO BIOTECNOLOGICOS (HONGOS)
DEGRADADORES DE SUSTRATOS

2.5.1. Hongos como agente degradadores de esquilmos agricolas

Los hongos lignoliticos son de fundamental importancia en los procesos para la
biodegradacion de los residuos vegetales los cuales poseen la capacidad de
degradar los complejos de lignocelulosa (Elisashvili et al., 2008), que degradan la
lignina mediante la produccion de radicales libres generados por las enzimas
extracelulares, lignin peroxidasa, manganeso peroxidasa, y lacasas, (Pointing,
2001). La utilizacién de los hongos de podricién blanca productores de enzimas
lignoliticas, mejora la degradacion de compuestos fibrosos (Morales, 2006). El
tratamiento del rastrojo con estos hongos permiten mejorar su digestibilidad in-
vitro principalmente con la utilizacibn de especies como Trametes versicolor,
Bjerkandera adusta, Fomes fomentarius y Pleurotus ostreatus, los cuales tienen
un alto potencial para su utilizacion en el procesamiento de forrajes (Davila y
Vasquez, 2006).

Aunque los estudios sobre la capacidad de especies de hongos para degradar
lignina se han centrado particularmente en especies de Bacidiomycetes de
pudricion blanca, también se ha reportado la actividad lignolitica en especies del

grupo de los Ascomycetes. Trabajos recientes muestran que ascomicetes como
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Aspergillus (teleomorfo=Emericella) spp, Trichoderma spp (teleomorfo=Hipocrea)
y Fusarium (teleomorfo=Gibbrella) spp, son capases de descomponer el material
lignocelulésico de plantas (Lundell et al., 2010). Entre las especies de hongos
Ascomycetes en los que recientemente se ha reportado la actividad de enzimas
lignoliticas, se encuentran algunas del género Paraconiothyrium (Forootanfar et
al., 2011).

2.6. ENZIMAS LIGNOLITICAS EN HONGOS

2.6.1. Enzima lacasa

La enzima lacasa (benzenediol oxygen oxioreductase. EC 1. 10.3.2) es una
oxidasa que contienen cobre y cataliza la reduccién del oxigeno molecular a agua
(Thurston, 1994). Considerado el componente méas importante del complejo
enzimético de los hongos degradadores de madera, es capaz de catalizar la
oxidacion de una amplia variedad de compuestos organicos especialmente
aromaticos (Arana et al., 2002). La enzima lacasa involucrada en el ataque a la
lignina es extracelular, aunque los hongos presentan una isoenzima intracelular
relacionada con la morfogénesis y la sintesis de pigmentos entre otros procesos
celulares (Arora y Sharma, 2010). EI mecanismo catalitico de la lacasa comienza
con la union del sustrato en una pequefia cavidad en el sitio activo cargada
negativamente, en el que son oxidados en el sitio mononuclear y los electrones
son transferidos al sitio trinuclear, donde el oxigeno molecular se reduce a agua
(Quintana et al., 2007).

2.6.2. Enzima lignin peroxidasa (LiP)

La enzima lignin peroxidasa (LiP diarilpropano peroxidasa. EC 1. 11.1 .14)

requiere de peroxido de hidrogeno H202 para su actividad, la cual cataliza la
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oxidacion de Mn*? a Mn*3 (Arana y Telles, 2002). La LiP es capaz de oxidar
compuestos aromatios no fendlicos y dimeros de lignina (Guillén et al., 2005). La
enzima es oxidada por H202 para generar un intermediario deficiente, de un par
de electrones, conocido como componente (1), que puede ser oxidado por Mn 2* o
por sustratos fendlicos, generando el componente (II). En hongos ligninoliticos
esta enzima se ha descrito exclusivamente bacidiomicetos de pudricion blanca
(Hofrichter, 2002).

2.6.3 Enzima manganeso peroxidasa (MNP)

La enzima manganeso peroxidasa (MnP. EC 1. 11.1. 13), es una hemo proteina
gue presenta un potencial de oxidacion suficiente para absorber electrones de
estructuras fendlicas (Marquez et al., 2007). La enzima es oxidada por peroxido
de hidrogeno (H202) para generar un intermediario deficiente de un par de
electrones (Bumpus y Aust, 1987). Esta enzima Juega un papel importante en la
degradacion de la lignina y un amplio rango de compuestos organicos toxicos a
metabolitos no tdxicos por estos hongos lignoliticos en las que sus enzimas son

reguladas por carbonos e hidrégenos (Castillo, 2010).

2.7. METODOS PARA EVALUAR LA DIGESTIBILIDAD EN LOS
RUMIANTES

2.7.1. Técnica de digestibilidad in-vivo

El contenido de energia digerible se determina mediante ensayos de balances
nutritivo in-vivos, e incluye la medicion de la ingestion de una determinada racion
mediante la colecta total de las excreciones fecales de los rumiantes (Posada et

al., 2012). Estos en sayos miden mas exactamente la digestibilidad aun que
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representan un sesgo respecto a la digestibilidad real debido al material endégeno
que se elimina a través de las heces (Lachmann y Febres, 1999). Para realizar los
ensayos es necesario habituar al animal a la racion que se quiere estudiar durante
un periodo de tiempo suficiente para permitir la adaptacion, para este método se
utilizan jaulas de digestibilidad individuales de madera o metalicas que tienen
como objetivo limitar los movimientos del animal con un piso ranurado para evitar
el exceso de humedad (Colombatto, 2000). Se puede también realizar la
recoleccion de heces mediante la ayuda de sacos atados al animal llamadas
bolsas colectoras conteniendo en su interior bolsas de polietileno (Travieso et al.,
1999). Las muestras del alimento ofrecido, al igual que las del rechazo como base
de la determinacion de la digestibilidad es representada por coeficiente de
digestibilidad expresado en forma porcentual, (Coeficiente de digestibilidad (%) =
[(NI NH) / NI] x 100), (Rosero y Posadas, 2009). Este método representa la
pérdida de metano por medio del eructo, producto de la fermentacion ruminal de
los carbohidratos, (Ortega et al., 2005). El periodo de recoleccién de heces debe
durar de 3 a 14 dias, mientras mas largo sea el periodo mas exactos seran los
resultados obtenidos (Colombatto, 2000). Se considera ademas la necesidad de
obtener datos mas precisos realizados de tres repeticiones como minimo, (Garcia
et al., 2009).

2.7.2. Pruebas de digestibilidad in vitro

La técnica in-vitro ha sido la mas utilizada para ensayos de digestibilidad y en ésta
se incluye la técnicas de solubilidad en liquido ruminal-pepsina la cual es conocida
como el método de Tiller y Terry que fue patentada en 1963, (Giraldo et al., 2006).
Esta técnica se basa en una fase fermentativa con microorganismos contenidos
en el liquido ruminal de animales canulados y luego en fase enzimatica con
pepsina en medio acido afiadiendo acido clorhidrico (HCL) (Rosero y Posadas,
2009). La técnica es confiable, segura y precisa para un amplio rango de forrajes,
sin embargo su aplicacion tiene la desventaja de necesitar animales canulados en
el rumen para proveer de liquido ruminal (Posada et al., 2012). El método de Tiller

y Terry, precursor del método de fermentacion in vitro, fue modificada por Goering
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y Van Soest usando el quipo Daisys Ankom Technology que permite la incubacién
simultdnea de hasta 100 muestras distribuidas en cuatro jarras que permiten
mantener el calor uniforme de 39 °C y la agitacion constante durante el proceso
de incubacién (De-Figuerido et al., 2000). Con este método el material que
desaparece de las bolsas durante la incubacién es considerado digerible, en el
proceso se incluyen soluciones compuestas por minerales, fuentes de nitrégeno y
agentes reductores que ayudan ala anaerobiosis necesaria en el proceso de
digestibilidad (Giraldo et al., 2006).

2.7.3. Pruebas de digestibilidad in situ

Constituye un procedimiento alternativo, dentro de los que se realiza, bajo
condiciones in vivo el método de las bolsas de nylon o in situ, en el que la muestra
es fermentada en el rumen del animal fistulados, (Olivera, 2001). Teniendo como
objeto determinar el valor de digestibilidad de las muestras a estudiar o para
determinar la tasa de degradacion de los forrajes y de sus componentes nutritivos
en el rumen (Villalobos, et al., 2002). Para este proceso se requiere de una bolsa
lo suficiente mente grande en relacion a las muestras que asegure la entrada del
liquido ruminal y le permita mezclarse con las muestras al mismo tiempo debe de
ser lo suficientemente pequefia, para que pueda ser retirada sin dificultad a través
de la canula, presentdndose una pérdida pasiva del 1 % de la muestra a través de
la bolsa (Burgosa et al., 2012). Otro punto importante es el tiempo de
fermentacion, en el que se, indica que para los concentrados se requiere de 12 a
36 h, forrajes de alta calidad de 24-48 h, y forrajes de menor calidad 48-72 h
(Olivera, 2001). Este método es util cuando se desea estudiar el efecto de la
suplantacion sobre la degradabilidad de la fibra en forrajes (Cano, 2006). También
se emplea para evaluar materiales que poseen sustancias anticoagulantes que
afectan la degradabilidad de los forrajes. Este método se trabaja con un sistema
cerrado sin flujo o recambio de los residuos liberados entre los que podrian
encontrarse esas sustancias que llevan a la estimacion de la digestibilidad
(Madero, 2000).
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2.7.4. Produccion de gas

La técnica de produccion de gas es un método in vitro que permite determinar la
cinética de digestion del alimento mediante el volumen de gas producido durante
el proceso fermentativo (Bocanegra y Rochinotti, 2012). La fermentacién se mide
a través de la produccion de gases, principalmente metano diéxido de carbono e
hidrogeno (Carmona et al., 2005). El fundamento de la produccion de gas es
proporcional a la masa microbiana, donde la mayor cantidad del gas producido
deriva fundamentalmente de los carbohidratos (Reyes et al., 2012). La muestra a
estudiar se coloca en pequefios frascos de 100 ml con varias repeticiones,
simulando las condiciones de rumen, a 39 "C asegurandose un medio de
anaerobiosis por el cual se gasifica con CO2 (Mcallister et al., 1996). En estas
incubaciones se puede registrar la cantidad de gas producido a diferentes
tiempos. Cada botella se conecta, a través de una valvula de triple entrada, al
traductor y a una jeringa de plastico graduada de 5 o 10 ml de capacidad (Menke
y Steingass, 1988) Las lecturas de gas acumulado se realizan con un transistor de
presidon que mide la presion originada por los gases acumulados en la parte

superior de los frascos de fermentacion (Posada et al., 2012).

2.8. FIBRAS DETERGENTES

2.8.1. Lafibra detergente neutra (FDN)

Es el material insoluble en una solucion detergente neutra que representa la
sustancia menos digerible de los forrajes que incluye celulosa, hemicelulosa y
lignina, los cuales se digieren lentamente, (Rubio et al., 2004). La fibra detergente
neutro es solo parcialmente digerible por cualquier especie, pero en mayor grado
por los rumiantes los cuales dependen de la digestion microbiana para aprovechar

la mayoria de los componentes fibrosos (Van Soest, 2015). El detergente
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solubiliza las proteinas mediante el sulfito sédico que se afiade a eliminar la
materia nitrogenada al romper los enlaces disulfuro (Crespo, 2007). El &cido
etillendiamintetracetico (EDTA) es empleado como quelante del calcio asi como
para eliminar las pectinas a la temperatura de ebullicion. El trietilenglicol ayuda a
eliminar parte de la materia no fibrosa de los alimentos concentrados y la amilasa
termo estable para eliminar el almidon (Maya et al., 2006). La amilasa ayuda a
mejorar la precision de la determinacion y sobre todo facilita la filtracion (Trevifio y

Arosemena, 2011).

2.8.2. Fibra detergente acida (FDA)

Es el material insoluble en una solucién detergente &cida constituida por la
celulosa y lignina pero se presentan ademas otros componentes como hitrégeno
y minerales (Méndez et al., 1985). Este procedimiento utiliza un detergente
cationico en una solucion de &cido sulfarico (H2SO4) que disuelve o remueve los
carbohidratos labiles, habiendo una limitacibn en la accion de la solucion
detergente acido cuando la muestra posee un contenido de lipidos superior al 5 %
(v/v) (Ochoa et al.,, 2008) Este procedimiento permite hidrolizar casi toda la
hemicelulosa que dando la porcion cristalina de la celulosa, lignina, residuos
insolubles denominados como fibra detergente acida (Rubio et al., 2004). Su
medicion tiene como objetivo predecir la digestibilidad o el valor energético de los
forrajes (Romero, 2011). Ademas de que es importante que la determinacion de
FDA se realice sobre el residuo de FDN, en forma secuencial de lo contrario los
valores de FDA pueden estar sobre estimados debido a la presencia de residuos
de pectinas u otros compuestos que son solubilizados en la FDN pero no en la
FDA (Trevifio y Arosemena, 2011). Este método puede ser usado al igual como
un paso preparatorio para la determinacion de lignina, nitrogeno insoluble en
detergente acido (NIDA), cenizas insolubles en detergente acido (CIDA), celulosa

y silice (Maya et al., 2006).
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2.8.3. Acidos grasos volétiles (AGV)

Los AGV son la principal fuente de energia para los rumiantes constituyen el
producto final del metabolismo de los carbohidratos en el rumen, y su importancia
radica en que proveen cerca de 70 % de la energia metabolizable requerida para
los bovinos (Calsamiglia, 1997). Siendo de importancia el &cido acético,
propionico y butirico ademas de otros en menor grado de importancia tales como
el lactico, succinico, etanol, (Haro y Haro 2007). Los cuales se obtienen a partir de
la glucosa o fructosa que se liberan de los carbohidratos (Allen et al., 1967),
fermentados por las bacterias siguiendo las vias catabdlicas de la glucdlisis, los
cuales son absorbidos y metabolizados principalmente por el epitelio estratificado
queratinizado que cubre las papilas de la mucosa ruminal (Macy et al., 1978). La
reaccion predominante en la produccién del acido acético y del butirico son
reacciones fosfoclasticas en las que el acido piravico es convertido en acetato de
acetilo, acido formico, hidrégeno y diéxido de carbono habiendo desprendimiento
de hidrogenos por el proceso oxidativo que son utilizados de distinta manera
segun la bacteria que realice la fermentacion (Baldiwin et al., 1969). De igual
manera, el acido propiénico se produce a partir del acido piravico o del lactico,
siguiendo dos vias, llevandose a cabo en la via principal la formacion de
oxaloacetato y succinato mientras que en la segunda se requiere la formacion de
acrilato que se presenta en animales donde la racion alimenticia es deficiente en
azufre en parte por el cambio en la poblacién microbiana debido a la base de
granos (Calsamiglia, 1997). El gas producido durante la fermentacion in vitro
representa la suma del producido por la descarboxilacion oxidativa del piruvato
(CO2 y CHa4), o gas directo, y el producido por la reaccion entre el tampén y los
AGV para mantener el pH del medio, o gas indirecto (Van-Soest, 2015). Cambios
en el patrén de fermentacion que incrementen la proporcion de acido butirico y
acético y disminuya la proporcion de propionico, pueden resultar en un incremento
en el volumen de gas (Lynd et al, 2002). Contrariamente cambios en la
estequiometria de las reacciones que aumenten la proporcién de propidnico a
expensas del butirico y acético, que resultarian en menos produccién de gas a

partir de la fermentacién (Allen et al., 1967). Por esto la proporcién molar de AGV
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debe ser tomada en cuenta cuando se realizan comparaciones entre perfiles de

produccion de gas provenientes de diferentes sustratos (Barrera et al., 2009).

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Preparacion de la cepa de Paraconiothyrium brasiliense

Se utiliz6 la cepa CMU-196 del hongo P. brasiliense perteneciente al Cepario
Michoacano Universitario del Laboratorio de Biotecnologia y Conservacién de
Microorganismos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, el cual fue aislado y
caracterizado previamente. El hongo se cultivd para su crecimiento y proliferacion
en cajas de Petri con medio sélido de agar dextrosa de papa (PDA), por un
periodo de 7 dias a 24 °C. Posteriormente se inocul6 en medio liquido caldo
dextrosa papa (PDB) incubandose a 24 °C y 250 rpm durante 15 dias.

3.2 Inoculacién del rastrojo

El rastrojo de maiz blanco, libre de grano y mazorcas, se deshidraté con luz solar
a temperatura ambiente y se molié un tamafio de particula menor de 1 cm de
largo. Se colocaron 500 g de rastrojo sin esterilizar en bolsas plasticas
herméticas, vertiendose en las misma 100 ml de caldo de cultivo con la cepa
CMU-196, posteriormente se adicionaron 1400 ml de agua destilada, sellando
herméticamente para su posterior almacenamiento a un area a temperatura
ambiente en ausencia de luz por un periodo de 10 y 12 semanas, tiempo
establecido para que el hongo puede tener un mayor efecto sobre la degradacion

de la pared del sustrato tratado. Finalizando este proceso, las muestras de
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rastrojo se colocaron en charolas perforadas para someterlas a deshidratacion, en
un horno a una temperatura de 65 °C durante 24 h.

3.3 Tratamientos y produccién de gas in vitro

Los tratamientos fueron los siguientes: rastrojo control (RC), que consistio en una
muestra del rastrojo molido que no fue inoculado con el hongo y se mantuvo
almacenado en seco a temperatura ambiente. El siguiente grupo fue el de rastrojo
10 semanas (R10), el cual fue un rastrojo inoculado e incubado con el hongo por
un periodo de 10 semanas. El ultimo tratamiento fue el rastrojo 12 semanas
(R12), que se expuso incubo con el hongo por un periodo de 12 semanas. Una
vez deshidratados los tratamientos, éstos se sometieron a un analisis
bromatolégico proximal (AOAC, 1995).

Para el cultivo ruminal, se realizo6 la técnica de produccién de gas in vitro descrita
por Theodorou et al. (1994). Los animales donadores (Bos Taurus) de liquido
ruminal fueron 2 novillos de aproximadamente 350 kg de peso. Los animales se
tranquilizaron antes de la extraccidon de liquido ruminal con 0.2 mg/kg de
clorhidrato de xilacina. El método de colecta fue por sondeo orogastrico con una
sonda a traumética, con un diametro de 0.5 conectada a una bomba de vacio. El
liquido se filtr6 con un poro de 1mm, y se almacend a 39 °C en condiciones de
anaerobiosis. El cultivo ruminal se llevo a cabo en frascos de vidrio con capacidad
de 125 ml, los cuales contenian 0.99 g de materia seca de rastrojo, 90 ml de un
medio de cultivo (Solucion saliva artificial) y 10 ml de liquido ruminal, sellando
herméticamente los frascos con un tapén de goma a presion. Para la estimacion
de la produccion de biogas (PG), se utiliz6 un mandémetro digital desmontable
(Lutton PS, Germany) con un transductor acoplado a una aguja. Se midié la
presion de gas (PSI) cada hora, durante los primeros 8 muestreos,
posteriormente, las mediciones se realizaron a intervalos de 4 h, hasta completar

las 120 h de cultivo. Finalmente, los datos de produccién de gas se convirtieron
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en cm? analizandose la produccién de gas acumulada por cada gramo de materia

seca segun el tratamiento.

3.4 Digestibilidad in vitro de la materia seca

Toda vez que concluyé el proceso de produccidn de gas, se realizé el andlisis de
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), a partir de los residuos fibrosos
presentes en los frascos de cultivo. El contenido de cada frasco se someti6é a
fitrado en embudos que contenian filtros con poro No. 54 (Whatman, Reino
Unido). Posteriormente se enjuagaron con agua destilada, y se bafiaron con
acetona para eliminar los residuos lipidicos. Sometiéndose a un proceso de
deshidratacion en una estufa de aire forzado a 65 °C durante 24 h. El % de
DIVMS se obtuvo por la diferencia de peso entre la muestra inicial de forraje y el
peso del residuo.

3.5 Andlisis estadistico

Para el andlisis de PG, se realizé una comparacion multiple de medias con
minima significancia estadistica, en el caso de la DIVMS se realiz6 una prueba de
comparacion de proporciones. En ambos casos se utilizd el programa,
Statgraphics Centurion XVI (2012)
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4. RESULTADOS

En el andlisis bromatolégico no se encontraron cambios importantes entre el
rastrojo control y los rastrojos expuestos al hongo, en cuanto a las proporciones
de proteina cruda. Sin embargo, si se encontré una ligera reduccion en la fibra

cruda y un aumento en el extracto libre de nitrogeno (Cuadro 1).

Cuadro 1. Analisis bromatolégico en rastrojos de maiz expuestos al hongo
Paraconiothyrium brasiliense (cepa CUMU-196) durante 0 (CONTROL), 10 (R10)
y 12 (R12) semanas.

TRATAMIENTOS

Analito CONTROL R10 R12
Extracto etéreo (%) 1.39 0.95 1.27
Fibra cruda (%) 16.33 14.86 13.66
Proteina cruda (%) 2.67 2.76 2.93
Cenizas (minerales) (%) 9.62 10.39 10.39
E.L.N. (%) 69.99 71.04 71.75

En cuanto a la DIVMS, se encontrd que la exposicién al hongo P. brasiliense, no
mejoré dicha variable, aun cuando, de acuerdo al andlisis bromatol6gico se

disminuyd la fibra cruda y se aumenté el extracto libre de nitrégeno.

De manera general, se pudo apreciar que el rastrojo expuesto al hongo durante
10 semanas, tuvo un mejor comportamiento como forraje, respecto al de 12
semanas, el cual mostrd una digestibilidad significativamente menor, respecto al

rastrojo control (P< 0.05).
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Cuadro 2. Produccion acumulada de gas y digestibilidad in vitro de la materia
seca, en rastrojos de maiz expuestos al hongo P. brasiliense (cepa CUMU-196)
durante 0 (CONTROL), 10 (R10) y 12 (R12) semanas.

TRATAMIENTOS

Control R10 R12
Produccién de Gas in vitro 266.66 247.99 219.55
(cm3)
Valor P 0.2021 0.0139
Digestibilidad in vitro de la 84.23 71.74 67.40
Materia Seca (%)
Valor P 0.0595 0.0265
5. DISCUSION

La composicién quimica del rastrojo de maiz durante el tiempo de incubacion con
el hongo, incrementé ligeramente el porcentaje de proteina y ELN mientras que la

FC, mostré una reduccion, las diferencias observadas no fueron significativas.

Estudios previos realizados por Soto (1988), mostraron que la incubacion de
rastrojo con cepa de Pleurotus ostreatus, increment6 el porcentaje de proteina
cruda, y disminuyo el porcentaje de fibra y extracto libre de nitrégeno después de
25y 60 d de incubacion, respecto al grupo control. Un efecto similar, se observo

cuando se utilizé el hongo P. pulminaris.

Arias (2005). En su investigacion de la biotransformacion de residuos
lignoceluldsicos del residuo cafiero con el hongo Pleurotus ostreatus-pulmonaris
encontré un aumento significativo en el porcentaje proteina cruda que fue de (2.75
%) sin tratamiento a (5.56 %) con el hongo, disminuyendo de manera proporcional

la fibra cruda de (37.95 %) a (31.58 %). También encontré6 un mayor valor en la
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solubilidad del residuo, mostrando un mejoramiento de la digestibilidad
relacionada con la remocion de la lignina incrementando la disponibilidad de la

celulosa.

En ambos casos, los valores de digestibilidad reportados por Soto (1988) y Arias
(2005), fueron superiores a los reportados en el presente trabajo. Entre los
factores que pueden explicar estas diferiencias se encuentran el hecho de que en
los trabajos previos el rastrojo fue esterilizado proceso por el cual la lignina sufre
reacciones de re-condensacion y es relocalizada sobre la superficie de las fibras
de celulosa, que resulta en una mayor area expuesta a la adhesion de los
microorganismos (Basurto et al., 2012). Otro factor que puede explicar los
resultados de este trabajo son las cepas de hongos utilizadas en los trabajos
previos, los cuales perteneciente al grupo de los Basidiomycetes considerados los
mas eficientes en degradar totalmente la lignina y esencial para su transformacion
logrando su mineralizacion (Davila y Vazquez, 2006). No obstante, la eficiente
produccion de lacasa por parte de la cepa de estudio (Arredondo-Santoyo et al.,

datos no publicados) hacia suponer que podian obtener resultados mas 6ptimos.

La PG resultdé superior en el rastrojo control respecto a la observada en los
rastrojos expuestos al hongo P. brasiliense, aunque en el R10, fue similar, en el
R12, disminuyé significativamente (P < 0.05) (Cuadro 2), Algunos estudios
previamente realizados con la misma cepa (Arredondo-Santoyo et al., 2015)
muestran que la fibra del rastrojo de maiz experimenta cambios estructurales en
la fibra un incremento de la lignificacion del rastrojo tratado de la 4 semana hasta
el final del tratamiento 12 semanas. Dichos autores al someter los rastrojos a
produccion de gas in vitro, encontraron que aquellos que tenian entre 2, 4, 6y 8
semanas de tratamiento, mostraron una mayor produccion de gas que el rastrojo
control (0 semanas). En otro estudio, realizado por Gamble et al. (1994), se
encontré que al tratar pasto bermuda con el hongos C. subvermispora, también
ascomicete como P. brasiliense se obtuvo una mayor produccion de gas in vitro

que el pasto control.
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Soto, (1998), en sus dos tratamientos con las cepas de hongo a los 25y 60 d
presento la degradacion de la materia seca (MS), del rastrojo original en 55.35 %
y 54.61 %, 75.5% y 71 % obteniendo un aumento en la producciéon de gas y por
consiguiente el aumento de la digestion. El estudio de Pefa (2013) sobre la
composicién quimica y degradabilidad in situ de residuos agricolas de maiz
inoculados con dos cepas de hongos del genero Pleurotus, de mostro efectos
positivos sobre la digestibilidad de los sustratos lignocelulosicos sometidos al
efecto degradativo del hongo de 16.96 y 43.11 % de la MS de las 0 a las 72 h
debiéndose al menor contenido de fibra del rastrojo. Estos trabajos indican
claramente que la capacidad de incrementar la digestibilidad depende de la
especie de hongos empleado. Por lo anterior, estudios futuros seria importante
emplear cepas de hongos basidiomicetes depositadas en el Cepario Michoacano
Universitario y contrastar los resultados con los obtenidos en el presente trabajo.
De la misma manera, Fuentes et al. (2001) mencionan que la digestibilidad del
rastrojo de maiz se encuentra entre los valores de 64.67 % sin tratamiento para
posicionarse entre 71.94 % contratamiento con amoniaco. Sin embargo, los
trabajos antes mencionados contemplaron la esterilizacion de los forrajes sustrato
antes de la inoculacién de los microorganismos, proceso no realizado en la
presente investigacion, dado que ésta practica contemplaria un mayor costo de
mano de obra y procesamiento, en el caso de que estas metodologias de

tratamiento de forrajes se pudieran aplicar.
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7. CONCLUSION

La produccién de gas y digestibilidad in vitro de rastrojos de maiz expuestos al
hongo brasiliense durante 10 y 12 semanas, no superaron a las del rastrojo
control. En el rastrojo de 12 semanas se encontré6 que la digestibilidad y

produccion de gas se redujeron significativamente.
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