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1. Introduccién

1.1. Panorama en México del grano v rastrojo de maiz

En México el cultivo mas importante es el maiz, su presencia diaria en la mesa de
las familias mexicanas es reflejo de ello, ademas la planta es una excelente
alternativa para alimentacion de ganado, es decir, el maiz y el rastrojo de maiz son
productos agricolas de gran importancia para la alimentacién humana y animal. Se
entiende como rastrojos a los subproductos derivados de las actividades agricolas,
y se les considera como la porcién del cultivo cosechado (hojas, tallos, espigas y
bracteas de la mazorca) que queda después de extraer el grano (Reyes et al., 2013),

es decir, el residuo de la cosecha.

En 2017, la produccién de maiz alcanzé los 27.7 millones de toneladas, con un valor
de 100 206 millones de pesos (SIAP, 2018). Las principales entidades productoras

de maiz en México se muestran a continuacion en la Figura 1.

yariacion (%
5012-2017

27,762,481 25.8

Total nacional 22,069,254

Sinaloa 3,646,875 6,167,096 69.1
Jalisco 3,235,189 4,024,864 24.4
México 1,575,300 2,219,616 409
Michoacan 1,801,965 1,911,239 6.1
Guanajuato 1,217,706 1,642,835 34.9
Guerrero 1,304,133 1,357,557 4.1
Chiapas 1,404,680 1,296,940 -1.7
Veracruz 1,275,318 1,268,916 -0.5
Chihuahua 1,113,012 1,201,125 7.9
Puebla 1,002,278 1,027,726 2.5
Resto 4,492,799 5,644,568 | | 25.6

Figura 1. Principales entidades productoras-Maiz grano. SIAP. (2018).
Recuperado de file:///E:/Tesis/Bibliografia/Libros/Atlas-Agroalimentario-2018.pdf
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Mientras que en el mismo afio la produccién de rastrojo de maiz alcanzo los 16.6
millones de toneladas, con un valor de 9 597 millones de pesos (SIAP, 2018). Las
principales entidades productoras de rastrojo de maiz en México se muestran a

continuacion en la Figura 2.

Total nacional 12,062,988 16,669,014 38.2
Jalisco 2,592,469 5,745,139 122
Durango 2,339,554 2,318,292 -0.9
Zacatecas 1,057,976 1,845,932 74.5
Aguascalientes 1,107,132 1,433,917 | 29.5
México 949,420 1,167,075 22.9
Coahuila 664,091 1,063,718 60.2
Querétaro 688,894 726,298 5.4
Chihuahua 1,133,183 648,069 | -42.8
Guanajuato 235,644 386,897 64.2
Puebla 249,780 336,781 34.8
Resto 1,044,845 996,897 | | -4.6

Figura 2. Principales entidades productoras-Maiz forrajero. SIAP. (2018).
Recuperado de file:///E:/Tesis/Bibliografia/Libros/Atlas-Agroalimentario-2018.pdf

El principal residuo de las actividades agricolas en México es el rastrojo de maiz,
por arriba del rastrojo de sorgo con 3.5 millones y del rastrojo de avena con 9.6
millones de toneladas anuales (SIAP, 2018). El interés por la utilizacion de
residuos agricolas en la alimentacion de rumiantes ha incrementado a nivel mundial
en los ultimos afios, sin embargo, el rastrojo tiene bajo valor alimenticio y baja
digestibilidad debido a su alto contenido de lignina, por lo tanto, para mejorar su

valor nutrimental se deben buscar alternativas (Fuentes et al., 2006).


file:///E:/Tesis/Bibliografía/Libros/Atlas-Agroalimentario-2018.pdf

1.2. Métodos mas comunes para mejorar la calidad nutricional del rastrojo de

s

maiz

Estos métodos se clasifican en tres grupos: fisicos, quimicos y biologicos. Entre los
métodos fisicos esta principalmente el picado, molienda y humectacion con presion
de vapor. Los quimicos involucran el uso de sustancias alcalinas y finalmente los
procesamientos biologicos consisten en el cultivo de hongos de podredumbre
blanca que disminuyen el grado de lignificacion de los esquilmos. La
suplementacion también es una forma efectiva para mejorar el aprovechamiento del

rastrojo (Fuentes et al., 2006).

1.3. Hongos comestibles de podredumbre blanca

Los hongos que descomponen la madera se clasifican en dos grupos, los hongos
de podredumbre blanca y de podredumbre café, en funcion con su capacidad para
degradar la lignina presente en la madera o en otros tejidos vegetales. Los hongos
de la podredumbre blanca degradan lignina produciendo una zona blanca alrededor
del micelio (la coloracion es causada por enzimas secretadas extracelularmente),
por otro lado, los hongos de la podredumbre café no degradan totalmente la lignina

y por lo tanto no producen dicha coloracion (Leonowicz et al., 1999).

1.4. Produccién e importancia de los hongos comestibles en México

En México, la produccion de hongos comestibles inicié en los afios 30, con el cultivo
de champifion (Agaricus bisporus). En 1974 comenzé el cultivo de seta (Pleurotus
ostreatus) y finalmente en 1984 el shiitake (Lentinula edodes). La produccién
nacional actual de hongos cultivados se estima en mas de 55 mil toneladas. Mas
del 85% de la produccién corresponde a champifion, ~10% a seta y 0.1% a shiitake
(INECOL, 2017). De hecho, México es uno de los paises con la mayor variedad de
hongos comestibles y es el primer productor en América Latina al generar el 80.8%
de la produccién, seguido por Brasil con el 7.7% y Colombia con el 5.2%. A nivel
internacional México ocupa el décimo tercer lugar de los paises productores. El
sector agroalimentario especificamente de hongos comestibles, funcionales y

medicinales tiene un valor aproximado de 4 000 millones de pesos anuales; genera
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aproximadamente 25 mil empleos directos e indirectos; sobre todo en los estados
del centro y sur del pais. Cabe mencionar que en el cultivo de hongos se aprovechan
diversos subproductos agricolas, agroindustriales y forestales de mas de 500 mil
toneladas al afio (CONACYT, 2016).

En México principalmente se ha aprovechado subproductos del campo, como los
del maiz, sorgo, avena, cebada, trigo y aserrin provenientes de maderas de pino,
encino, sajo e ilite, ya que son una fuente importante de nutrimentos para el
crecimiento de los hongos, debido a que son capaces de descomponer y
metabolizar de forma eficiente la materia organica, sin embargo, hay pocos estudios
respecto a la utilizacién de rastrojo de maiz a nivel internacional, ya que se tiende a
utilizar los subproductos agricolas que mas produce cada pais, por ejemplo los de

trigo en paises al oriente (Romero et al., 2014).

La importancia de la produccién de hongos comestibles en México y en el mundo
radica en el incremento de la demanda por parte de la poblacién mundial debido al
deleite culinario, al hecho de reconocer y valorar cada vez més las propiedades
nutrimentales y medicinales en su consumo, asi como en el aprovechamiento de los

subproductos agricolas que conlleva el cultivo de hongos (CONACYT, 2016).

1.5. Aprovechamiento de los subproductos agricolas a partir del cultivo de hongos

comestibles

Como se mencioné anteriormente los hongos de podredumbre blanca tiene la
capacidad de degradar la lignina presente en los esquilmos de maiz, sin embargo,
después de su cultivo queda un residuo, que en la mayoria de los casos se desecha.
Se estima que se producen cinco kilogramos de residuos por cada kilogramo de
hongos cultivados (Correa et al., 2016). El residuo obtenido de la produccion puede
ser una alternativa en la alimentacion de ganado, ya que contiene lignina modificada
o degradada, enzimas y micelio de hongos (Van et al., 2015). Las enzimas y la
composicion dependen del sustrato utilizado y del mismo hongo. Las principales
enzimas que producen los hongos de podredumbre Dblanca son

lignoceluloliticas como: lacasas, peroxidasas de lignina y peroxidasas dependientes
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de manganeso, B-glucosidasas, xilanasas y celulasas (Phan et al., 2012). Se han
encontrado estudios que demuestran que al alimentar ovinos con el residuo de
produccion de Pleurotus sajor-caju incrementa la digestibilidad de celulosa y grasa
(Van et al., 2015). También al alimentar cabras con este material aumenta la
digestibilidad de la materia seca, materia organica y proteina cruda (Shrivastava et
al., 2012).

Con base a lo anterior el cultivo de hongos comestibles en rastrojo de maiz, es una
buena alternativa para productores de setas, porque ademas de mejorar la
digestibilidad de los residuos agricolas para alimentacion de rumiantes, los hongos
pueden ser utilizados para autoconsumo o la venta, siendo una alternativa que
promueve la sostenibilidad para la industria agricola y la economia rural por sus

bajos costos, ademas de ser amigable con el medio ambiente (Ding et al., 2019).

1.6. Acerca de Lentinula edodes vy Hericium sp.

*Lentinula edodes (Figura 3), también conocida como shiitake, es un hongo
comestible de podredumbre blanca considerado como gourmet. Su origen es
oriental y es la segunda especie mas cultivada a nivel internacional con una
produccién de 180 mil toneladas, solo por debajo de los champifiones con 750 mil
toneladas al afio (Guzman et al., 2010). Su composicion es principalmente proteinas
y polisacaridos, brindandole un sabor Unico, que lo hacen enormemente popular
principalmente entre los consumidores de Asia. L. edodes tiene la capacidad de
secretar gran cantidad de enzimas lignoceluloliticas que degradan de manera
eficiente la lignina y la celulosa, por lo tanto, estas enzimas tienen potencial en la
transformacién, blanqueo de fibras y remediacion de biomasa. Ademas, cabe
destacar las actividades inmunomoduladoras y anticancerigena de sus
polisacéaridos (Chen et al., 2016), asi como su alto valor nutrimental al ser un fuente
de fibra, de vitaminas principalmente del complejo B, vitamina C y minerales (Jiang
et al., 2010).
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Asia es el principal productor con mas del 98.5% de la produccién mundial (Chang,
2002). Los materiales empleados para su produccién mayoritariamente son madera
dura o su aserrin, los cuales representan hasta el 80% del total del sustrato
empleado para su cultivo, por lo que el cultivo de L edodes, en los ultimos afios, se
ha relacionado con un incremento en la tala de bosques. Actualmente, el cultivo de
shiitake esta creciendo en Australia, América, Europa y los paises de América
Latina, lo que indica la necesidad de proteger los recursos forestales, reducir el

costo de produccion y acortar su ciclo de cultivo reemplazando la madera o el

aserrin con paja agricola (en este caso con rastrojo de maiz) para el cultivo de la
especie (Chen et al., 2016).

’ 4 e 2 o x - T A, ) -"ll'.
Figura 3. Hongo shiitake. Weller. K., (2006). Recuperado de
https://es.m.wikipedia.org/wiki/Archivo:Shiitake _mushroom.jpg

>
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*Hericium sp. también es un hongo comestible de podredumbre blanca considerado
como gourmet. Las especies de este género son blancas y carnosas. Los cuerpos
fructiferos se asemejan a una masa suspendida ramificada. Esta estructura
distintiva le ha valido a las especies de Hericium una variedad de nombres comunes:
cabeza de mono, melena de ledn (Figura 4) y cabeza de 0so por mencionar algunos.
El cultivo de este hongo tiene una larga historia de uso en China y otros paises

orientales, principalmente por sus propiedades medicinales (Wang et al., 2018).

Figura 4. Melena de le6n (Hericium erinaceus) Mushbank. (2018). Recuperado de
https://www.mushbank.com/lion-s-mane-hericium-erinaceus-live-culture-on-
agar.html

Son escasos los estudios relacionados sobre el aprovechamiento del residuo de la
produccion de los hongos comestibles L. edodes y Hericium sp. para alimentacién
de ganado, ya que el enfoque es primordialmente para su consumo debido a sus
propiedades nutrimentales y medicinales, dejando a un lado el aprovechamiento del

residuo de la produccién.
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2. Justificacion

En México, el principal producto de desecho de las actividades agricolas es el
rastrojo de maiz, el cual se emplea principalmente para la alimentacion de
rumiantes, lo que representa un problema, ya que el rastrojo debido a su alto grado
de lignificacion tiene un valor nutrimental bajo y baja digestibilidad, por lo tanto, el
presente estudio busca alternativas para mejorar su valor nutrimental y
digestibilidad.

3. Hipotesis
Si se cultivan hongos gourmet sobre rastrojo de maiz, estos al ser potencialmente
degradadores de lignina mejoraran la digestibilidad in vitro en rumiantes.

4. Objetivo general

Determinar si la fructificacion de los hongos gourmet (Lentinula edodes L5, Lentinula
edodes L9, Lentinula edodes L15, Lentinula edodes LC y Hericium sp.) sobre
rastrojo de maiz mejora su valor nutrimental, asi como la digestibilidad in vitro en

ovinos.
5. Objetivos especificos
A patrtir del residuo de la produccién de los hongos Lentinula edodes y Hericium sp

utilizando como sustrato rastrojo de maiz:

» Determinar la humedad, cenizas, nitrogeno total, fibra detergente neutro,
fibra detergente acido, lignina, celulosa y hemicelulosa.

» Realizar las pruebas de digestibilidad in vitro de materia seca en ovinos.

A\

Realizar el analisis de las fracciones de la proteina.

» Determinar el perfil de aminoacidos.

15



6. Materiales y métodos

En el presente estudio se empled el sustrato agotado, es decir, el rastrojo de maiz
después de la fructificacibon de 5 cepas de hongos gourmet, cuatro del
género Lentinula (L. edodes L5, L. edodes L9, L. edodes L15 yL.edodesLC) vy
uno del género Hericium (Hericium sp.) utilizando como muestra control el sustrato

de rastrojo de maiz sin la fructificacion de ninguin hongo.

Las condiciones de trabajo correspondieron a la temperatura ambiente y presion de
la Cd. de México (~25°C/585mmHgQ).

6.1. Cultivo de hongos

La elaboracion e inoculacion de los sustratos se llevo a cabo en Hongos el encinal
ubicado en Av. Libertad 7, Centro, 52240 Chapultepec, Estado de México, mientras
que la fructificacion se llevd a cabo en el laboratorio 324 del conjunto E de la

Facultad de Quimica de la UNAM por el Dr. Hermilo Leal Lara y su equipo de trabajo.

Las cepas fueron sembradas en medios de cultivo papa dextrosa y posteriormente
fueron inoculados en semillas de trigo (a temperatura ambiente evitando cambios
drasticos), una vez invadidas por el micelio (aproximadamente 2 semanas después)
se mezclaron con una formulacién de rastrojo de maiz en bolsas de polipropileno

(misma temperatura durante 2 semanas mas).
La formulacion del sustrato de rastrojo de maiz se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Formulacion del sustrato donde fructificaron las cepas

Ingrediente Composicion
(9/100g sustrato seco)

Rastrojo de maiz 80
Sorgo molido 6
Salvado 4
Gluten 5
CaCO3 4
CaSOq 1

Total 100

16



Posteriormente las bolsas se colocaron en un cuarto de fructificaciéon controlando
rigurosamente la temperatura y la humedad (manteniendo a 25°C y con una
humedad entre 75y 90%) durante un periodo de 4 semanas. Transcurrido el periodo

de tiempo se retird la bolsa obteniendo asi el sustrato agotado.

Figura 5. Sustrato agotado. Rastrojo de maiz invadido por L. edodes L5

17



Figura 6. Sustrato agotado. Rastrojo de maiz invadido por L. edodes L15

Finalmente, se tom6 una muestra de sustrato agotado de cada cepa y se secaron,

es decir, en el presente estudio se trabajé con el sustrato agotado seco.
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El andlisis de las determinaciones correspondientes a la composicién del sustrato
agotado se llevd a cabo en el Laboratorio de Bromatologia, Departamento de
Nutricion Animal y Bioquimica, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, el cual contemplé la determinacion de
humedad, cenizas, nitrdgeno total, fibra detergente neutro, fibra detergente &cido,

lignina, celulosa y hemicelulosa.

6.2. Determinacion de humedad por secado en estufa

Fundamento

Este método se basa en la pérdida de peso de la muestra por evaporacion del agua
(Nollet, 1996). Cabe mencionar que en los alimentos el agua se encuentra en dos
formas, como agua libre o0 agua ligada. La forma predominante es el agua libre y es
la que se pierde durante este proceso, ya que esta fisicamente unida a la matriz del
alimento y se libera con gran facilidad, mientras que el agua ligada se halla como
agua de cristalizacion, ligada a las proteinas y/o hidratos de carbono, o bien,
absorbida sobre la superficie de las particulas coloidales. (Hart, 1991).

Para realizar esta técnica se requiere que la muestra sea termoestable y que no
contenga una cantidad importante de compuestos volatiles, como en este caso
(Nollet, 1996).

Material

» Balanza de precision EXPLORER OHAUS-E1B120
» Estufa FELISA FE-293AD

» Desecador
>

Pesafiltros o charola de aluminio

Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por la Association of Official Analytical
Chemists (A.O0.A.C) 1990, con ligeras modificaciones. A partir de un lote de
aproximadamente 250g, se aplicO el método de muestreo por cuarteo en 2

ocasiones para cada sustrato agotado hasta obtener una muestra final de
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aproximadamente 70g (el cual se describe en el anexo 1). La muestra se colocé en
charolas de aluminio perfectamente dispersas sin la formacion de monticulos y se
peso en la balanza de precision. Posteriormente se seco6 la muestra en estufa 24h
a 50°C. Se retir6 de la estufa, se tapd y dejo enfriar a temperatura ambiente en un
desecador 25min y pesd nuevamente. Finalmente se calculdé el contenido de

humedad, reportandolo como porcentaje (%).

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de humedad.

Preparacion de la
muestra

Pesado inicial
(~70g mtra.)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Célculo

. J/

Figura 7. Determinacion de humedad por secado en estufa

Céalculo
Pi—Pf

Pi

% Humedad =

x 100

Donde:
Pi: Peso en gramos de la muestra al inicio

Pf. Peso en gramos de la muestra después del tratamiento térmico
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Si se desea expresar como materia seca entonces se calcula la diferencia a 100 del

% de humedad.

Posterior a este proceso las muestras se molieron en un molino THOMAS WILEY
con criba de 1mm y se almacenaron en frascos de vidrio con cerrado hermético bien
etiquetados. Cabe mencionar que la humedad no se determind con la muestra
molida, puesto que la fuerza mecéanica ocasionaria un aumento de la temperatura y

por ende un sesgo en la determinacion.

6.3. Determinacion de cenizas totales en seco

Fundamento

Este método se basa en la oxidacion de la materia organica de un alimento en
ausencia de flama a una temperatura que fluctiia entre los 550-600°C, y se entiende
como cenizas al residuo inorganico que queda después de la calcinacion. El % de

cenizas totales se determina por gravimetria (Nollet, 1996).

Material

» Balanza analitica KERN ALS 120-4
Mufla FELISA FE-360
Campana de extraccion BG CE-170

Desecador

vV V VYV V

Crisoles de porcelana

Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por la A.O.A.C 1990, con ligeras
modificaciones. Se colocé a peso constante cada crisol 24h en estufa a 50°C.
Posteriormente se pes6 1g de muestra en cada crisol (la muestra no sobrepaso la
mitad del crisol) previamente pesado. En este caso no se calentd en mechero

puesto que la muestra ya estaba seca y por lo tanto tenia muy poca humedad. En
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seguida se introdujo a la mufla 24h a 500°C cuidando que la temperatura no
fluctuara. Se encendio la campana al producirse humo hasta que este fue nulo.

Se obtuvo unas cenizas blancas o ligeramente grises y homogéneas. Se enfrié a
temperatura ambiente en el desecador 25min y pes6 nuevamente. Finalmente se

calculé el contenido de cenizas, reportandolo como %.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para

obtener el % de cenizas.

Colocar crisoles a
peso cte.

Pesado inicial
(1g mtra.)

Calcinado
(500°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Calculo

. J/

Figura 8. Determinacion de cenizas totales en seco

Célculo
Pf—Pi

% Cenizas = x 100

Donde:
Pf: Peso en gramos del crisol con la muestra después de calcinar
Pi: Peso en gramos del crisol a peso constante

m: Peso en gramos de la muestra seca
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6.4. Determinacion de lipidos por el método Soxhlet

Fundamento
Este método se basa en la extraccion de lipidos de un alimento al ponerse en
contacto con disolventes organicos y ser solubilizados, por lo tanto, los lipidos se

cuantifican por pérdida de peso de la muestra (Nielsen, 1998).

Material y reactivos
» Equipo de extraccion Soxhlet GERHARDT EV16
Cartuchos de celulosa de 3.5cm de largo por 1.5cm de diametro
Estufa FELISA FE-293AD
Balanza analitica KERN ALS 120-4
Desecador

vV V V V V

Eter etilico

Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por la A.O.A.C 1990, con ligeras
modificaciones. Se colocé a peso constante cada cartucho de celulosa y cada
matraz bola de fondo plano con piedras de ebullicion en la estufa a 50°C por 24h.
Se pes6 2g de muestra sobre un papel, se enroll6 y colocé en el cartucho de
celulosa, posteriormente se introdujo en el extractor (se aproveché el espacio del
extractor corriendo hasta 3 muestras a la vez). Paralelamente se agregé dos cargas
del disolvente (éter etilico) al matraz con las piedras de ebullicién y conecto el
matraz con el extractor en el que se encontraba el cartucho con la muestra, se
conectd éste al refrigerante y comenz6 con calentamiento suave en la parrilla. Una
vez extraido todos los lipidos (aproximadamente 4h después), se apago el equipo y
retird el cartucho con la muestra desengrasada, se seco en la estufa a 50°C por
24h, se enfrid a temperatura ambiente en el desecador 25min y pes6 nuevamente.

Finalmente se calculo el contenido de lipidos, reportandolo como %.

23



A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para

obtener el % de lipidos.

4 \
Colocar cartuchos y
matraces a peso cte.
J

.

Pesado inicial
(2g mtra.)

Conectar y encender
equipo Soxhlet

Extraccion
(~4h)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Célculo

\. /

Figura 9. Determinacion de lipidos por el método de Soxhlet
Célculo

Pf—Pi
% Lipidos = 100 - fm x 100)

Donde:
Pf. Peso en gramos del cartucho de celulosa mas muestra desengrasada seca
Pi: Peso en gramos del cartucho de celulosa a peso constante

m: Peso en gramos de la muestra seca

24



6.5. Determinacién del nitrégeno total por el método Kjeldahl para calcular el % de

proteina cruda (PC)

Fundamento

Este método se basa en la cuantificacion de la materia nitrogenada total, es decir,
incluye tanto el nitrdgeno no proteinico como el de las proteinas contenida en los
alimentos, mediante la descomposicion de la materia organica. El método consta de

las siguientes etapas (Pearson, 1993):

Digestion

Consiste en la oxidacion de la materia organica en medio acido por la accion de
acido sulfarico concentrado en ebullicion y un catalizador (aumenta el punto de
ebullicién del &cido sulfdrico acelerando la reaccion), lo que conduce a la formacién

de diéxido de carbono, dioxido de azufre y sulfato de amonio.

Destilacion

A la muestra que contiene sulfato de amonio se le adiciona una disolucién alcalina
de hidroxido de sodio lo que produce la liberacion de amoniaco en forma de gas.
Posteriormente el amoniaco se condensa y es fijado con una disolucion de acido

bérico (que contiene una mezcla de indicadores de pH) como borato de amonio.

Titulacion

La disolucion de borato de amonio se titula con una disolucién de &cido clorhidrico,
produciendo cloruro de amonio y nuevamente &cido boérico. Finalmente se
determina el nitrégeno total considerando el volumen gastado de &cido clorhidrico y

la estequiometria de toda la reaccion.

Las reacciones quimicas de esta metodologia se muestran a continuacion.
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Digestion

Muestras) + H2SO4(ac) > (NH4)2SO4(ac) + CO2(g) + SO2(g) + H2SO4(ac)

catalizador

Destilacion

(N H4)2804(ac) + 2NaOH(aC)

> 2NHz3(g) + Na2SOu4(ac) + 2H20(,)

NH3(g) + HaBO3(ac) > NH4H2BOg3(ac)

Titulacion

NH4HZBO3(ac) + HCl(ac) > NH4C|(ac) + H3BO3(ac)

Material y reactivos
» Digestor TECATOR
Destilador BUCHI KJELFLEX K-360
Tubos de digestion TECATOR de 100mL
Disolucion de NaOH al 32%
Acido sulfurico concentrado
Disolucion de HCI 0.1N valorada
Agua destilada

vV V.V V V VYV V

Mezcla catalizadora @
> Disolucién de &cido bérico al 4% con indicadores®
a: Mezcla de sulfato de potasio (200g), sulfato de cobre pentahidratado (20g) y selenio metélico (5g)
b: Acido bérico al 4% (1L), verde de bromocresol (10mL) y rojo de metilo (7mL)
Nota: El destilador se programé para inyectar durante 5s 70mL de agua destilada, 50mL de NAOH y 30mL de disolucion de

acido bérico con indicadores.
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Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por la A.O.A.C 1990, con ligeras
modificaciones. Se pesé 1g de muestra e introdujo en un tubo de Kjeldahl, se agrego
1g de mezcla catalizadora y 20mL de acido sulfarico concentrado. Se encendio el
digestor y precalent6 a la temperatura de 400°C. Se colocaron los tubos en el
portatubos del equipo Kjeldahl. Se puso la unidad de evacuacion de gases con las
juntas colocadas sobre los tubos de digestion y activé la trampa de succidn de gases
antes de que se produjeran estos. Posteriormente se calentd hasta total destruccion
de la materia orgénica, es decir, hasta que el liquido negro marrén se visualizé a
una coloracién verde esmeralda transparente (aproximadamente 1h después). Una
vez finalizada la digestion, sin retirar la unidad de evacuacién de gases se dejo
enfriar. Después del enfriamiento, se coloco en el destilador un matraz Erlenmeyer
de 250mL junto con un tubo de digestién y se procedié a la destilacién (con los
reactivos y cantidades correspondientes mencionadas en materiales y métodos). La
disolucién de acido badrico tiene un color rosado intenso debido al vire del rojo de
metilo al tener un bajo pH, el cual cambia a color verdoso por la accion del verde de
bromocresol al neutralizarse después de la destilacion con hidréxido de sodio.
Posteriormente se tituld la disolucién del matraz obtenida con una disolucion de HCI
0.1N normalizada hasta recuperar un vire a color rosado intenso. Cabe mencionar
que se corrio un blanco (determinacion sin muestra), el cual se consideré para llevar

a cabo el célculo del contenido de PC, reportandolo como %.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de PC.
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4 Digestion

(1g mtra, 1g mezcla
catalizadora y 20mL
\ H,SO,)

Destilacion

(70mL agua, 50mL
NaOH 32% y 30mL
dis. acido borico 4%)

Titulacién
(HCI 0.1N)

Célculo

. J/

Figura 10. Determinacion del nitrégeno total como PC por el método Kjeldahl

Célculo

o (A-B) x N x meq
% Nitrogeno = - X 100

Donde:

A: mL de HCI gastado en la titulacion de la muestra

B: mL de HCI gastado en la titulacion sin muestra (blanco)
N: Normalidad del acido clorhidrico (0.1)

meq: miliequivalentes de nitrégeno (0.014)

m: Peso en gramos de la muestra seca

El método Kjeldahl determina la cantidad de nitrégeno total, por lo tanto, se utiliza
un factor de conversion para estimar la cantidad en % de PC. La mayoria de las
proteinas tienen una cantidad aproximada de 16% de nitrdgeno. Obteniendo asi el

valor de 6.25 como factor general de conversion.

Factor general

100g proteina
- 9JpP = 6.25

- 16g nitréogeno
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Por lo que él % de nitrdgeno calculado se multiplica por dicho factor, obteniendo

finalmente el % de PC.

% PC = % Nitrégeno x F

6.6. Determinacion de fibra detergente neutro (FDN)

Fundamento

El tratamiento permite la obtencién de un residuo fibroso (FDN) que es el principal
componente de las paredes celulares de los vegetales: celulosa, hemicelulosa y
lignina. Para ello se utiliza una disolucion detergente neutro que disuelve algunos
contenidos celulares de las plantas (proteinas, hidratos de carbono y lipidos). Cada
componente de la disolucion cumple con un objetivo especifico, por ejemplo, el
detergente es utilizado para solubilizar las proteinas y los lipidos por su accién
tensoactiva formando micelas, el sulfito de sodio también ayuda a remover parte de
alguna materia nitrogenada, el EDTA permite quelar calcio y remover pectinas a la
temperatura de ebullicion, el trietilenglicol ayuda a remover alguna materia no
fibrosa de los alimentos concentrados y la amilasa termoestable se usa para
remover el almidén (en este caso no se utilizé debido a que la cantidad de almidén
era despreciable). La FDN se determina gravimétricamente como el residuo de la

extraccion (Van Soest et al., 1991).

Material y reactivos
» Balanza analitica KERN ALS 120-4
» Equipo de vacio para filtracién con trampa correspondiente (adaptable a
embudo Buchner)
Equipo para bafio Maria en aceite
Canicas
Desecador
Papel filtro WHATMAN
Tubos de ensaye

YV V V VYV V
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> Aceite (el de su preferencia en lugar de agua para bafio Maria)

» Agua destilada

» Acetona RA

» Disolucion detergente neutro?
a: Lauril sulfato de sodio (30g), acido etilendiaminotretraacético sal disddica (18.61g), borato de sodio decahidratado (6.81g),
fosfato de sodio dibasico anhidrido (4.56g) y 10mL de trietilenglicol. Aforado a 1L con agua destilada. Mantener
aproximadamente 24h en agitacién para disolver. Verificar que la disolucion tenga un pH entre 6.9y 7.1 (de no estar en este

intervalo ajustar con HCI o NaOH).

Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por Van Soest 1991, con ligeras
modificaciones. Se sec6 papel filtro a 50°C por 24h hasta peso constante. Se peso
0.25g de muestra y deposité en los tubos de ensaye. Se adicioné 25mL de
disolucién detergente neutro (se recomienda agregar la disolucion detergente
neutro paulatinamente, es decir, 5mL cada 10min) y se puso a digerir a bafio Maria
60min a 100°C con aceite en lugar de agua, ya que esta se evaporaria. Al comenzar
la ebullicion, se cubri6 la boca de los tubos de ensaye con canicas frias (actuando
como refrigerante). Posteriormente se decant6 el contenido en el embudo con el
papel filtro y se procedié a aplicar un minimo de vacio. Se enjuagé el tubo de ensaye
con agua destilada caliente para recuperar toda la muestra. Se lavé dos veces el
residuo con aproximadamente 30mL de la misma agua permitiendo que se enjuague
por dos minutos cada vez, lo mismo con 30mL de acetona. Se seco la muestra con
vacio y se removié del embudo. Después se seco el papel filtro en estufa a 50°C
por 24h, se enfri6 a temperatura ambiente en el desecador 25min y peso

nuevamente. Finalmente se calcul6 el contenido de FDN, reportandolo como %.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de FDN.
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Ve

Colocar papel filtro a
peso cte.

N

Pesado inicial
(0.25g mtra.)

Adicion disolucion
detergente neutro
(25mL)

Digestion
(bafio Maria 100°C/1h)

Filtrado
(a vacio)

Lavados

(30mL 2 veces con agua
destilada caliente y
posteriormente igual con
acetona)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Célculo

Figura 11. Determinacion % FDN

31



Célculo

PM
% FDN = x 100

Donde:
PM: Peso en gramos del papel filtro seco con muestra después del tratamiento
P: Peso en gramos del papel filtro seco

m: Peso en gramos de la muestra seca

6.7. Determinacion de fibra detergente acido (FDA)

Fundamento

El tratamiento permite la obtencion de un residuo fibroso (FDA) compuesto de
celulosa y lignina, ademés de una porcion de cenizas acido-insolubles vy silicatos.
Para ello se utiliza una disolucion detergente que disuelve los materiales solubles
celulares en medio acido, particularmente la hemicelulosa. La FDA se determina

gravimétricamente como el residuo de la extraccién (Van Soest et al., 1991).

Material y reactivos
» Balanza analitica KERN ALS 120-4
» Equipo de vacio para filtracién con trampa correspondiente (adaptable a
embudo Buchner)
Equipo para bafio Maria en aceite
Canicas
Desecador
Papel filtro WHATMAN
Tubos de ensaye
Aceite (el de su preferencia en lugar de agua para bafio Maria).
Agua destilada
Acetona RA

V V.V V V V VY V

A\

Disolucion detergente acido?

a: Cetil trimetil bromuro de amonio (20g) y &cido sulfarico 1N (27mL). Aforado a 1L con agua destilada.
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Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por Van Soest 1991, con ligeras
modificaciones. Se sec6 papel filtro a 50°C por 24h hasta peso constante. Se peso
0.25g de muestra y deposité en los tubos de ensaye. Se adicioné 25mL de
disolucion detergente acido (se recomienda agregar la disolucion detergente acido
paulatinamente, es decir, 5SmL cada 10min) y se puso a digerir a bafio Maria 60min
a 100°C con aceite en lugar de agua, ya que esta se evaporaria. Al comenzar la
ebullicién, se cubrié la boca de los tubos de ensaye con canicas frias (actuando
como refrigerante). Posteriormente se decanté cuidadosamente el contenido en el
embudo con el papel filtro y se procedié a aplicar un minimo de vacio. Se enjuago
el tubo de ensaye con agua destilada caliente para recuperar todo el residuo. Se
lavé dos veces el residuo con aproximadamente 30mL de la misma agua,
permitiendo que se enjuague por dos minutos cada vez. También dos veces con
30mL de acetona dos minutos entre cada enjuague.

Se seco la muestra con vacio y removié del embudo. Después se seco el papel filtro
en estufa a 50°C por 24h, se enfrié a temperatura ambiente en el desecador 25min
y pesé nuevamente. Finalmente se calcul6 el contenido de FDA, reportandola como
%.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de FDA.
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Colocar papel filtro a
peso cte.

Pesado inicial
(0.25g mtra.)

Adicion disolucion
detergente acido
(25mL)

Digestion
(bafio Maria 100°C/1h)

Filtrado
(a vacio)

Lavados

(30mL 2 veces con agua
destilada caliente y
posteriormente igual con
acetona)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Calculo

Figura 12. Determinacion % FDA
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Célculo

PM
% FDA =

x 100

Donde:
PM: Peso en gramos del papel filtro seco con muestra después del tratamiento
P: Peso en gramos del papel filtro seco

m: Peso en gramos de la muestra seca

6.8. Determinacion de lignina, celulosa y hemicelulosa

Fundamento

A partir del residuo fibroso del método de FDA (lignina y celulosa) se pretende
solubilizar la lignina a través de su oxidacién. La lignina se oxida con una disolucién
de permanganato de potasio amortiguada con &acido acético y sales (como
catalizadores). El permanganato reducido a 6xidos de manganeso, la lignina
oxidada y las sales se remueven con una disolucién desmineralizadora (alcohol,
acido oxalico y acido clorhidrico). Finalmente, con alcohol y acetona se termina por
eliminar los residuos solubles, permaneciendo la celulosa y los minerales insolubles.
El contenido de lignina se determina por diferencia entre el peso de la muestra de
la FDA y el residuo de esta determinacion que representa el contenido de celulosa
(Van Soest et al., 1991).

Material y reactivos
» Balanza analitica KERN ALS 120-4
» Equipo de vacio para filtracion con trampa correspondiente (adaptable a
crisoles Gooch de vidrio de 30mL)

» Barillas de agitacion de 4cm

A\

Desecador
» Alcohol etilico al 80%
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» Disolucion saturada de permanganato de potasio @

> Disolucion amortiguadora de lignina P

» Disolucion desmineralizadora °©
a: Permanganato de potasio (50g) y aforar a 1L de agua destilada, en agitacién constante y protegida de la luz.
b: Nitrato férrico nonahidratado (6g) y nitrato de plata (0.15g) en 100mL de agua destilada. Combinar esta mezcla con 500mL
de &cido acético glacial y 5g de acetato de potasio. Finalmente agregar 400mL de alcohol butilico terciario y homogenizar. He
de considerar que el alcohol se presenta en forma de gel por lo que deberé calentarse en bafio Maria a 26°C, para obtenerlo
en estado liquido.
c: Acido oxalico deshidratado (50g) en 700mL de alcohol etilico al 95%. Agregar 50mL de &cido clorhidrico concentrado y
250mL de agua destilada y homogenizar.
Nota: la disolucion satura de permanganato de potasio se mezcla con la disolucién amortiguadora de lignina en una relacién

2:1 por volumen (disolucién combinada de permanganato).

Procedimiento
La metodologia fue con base a lo establecido por Van Soest 1991, con ligeras

modificaciones.

Determinacién de lignina

Obtener peso del crisol con el residuo de FDA y colocar el crisol en un recipiente de
vidrio o de peltre de poca profundidad que tenga aproximadamente una capa de 2-
3cm de espesor de agua fria. La fibra dentro de los crisoles no debe mojarse. Se
agrego a los crisoles aproximadamente 20mL de la disolucibn combinada de
permanganato de potasio (revisar nota de materiales y reactivos) sin llenarlos
demasiado. Con la varilla de vidrio se agité cuidadosamente cada 5min durante
90min a temperatura ambiente el contenido para deshacer los grumos y bafar a las
particulas que se adhieran a las paredes internas del crisol con la disolucién de
permanganato. Se coloc6 los crisoles en el equipo de filtracién a vacié vy filtr6. Se
situo los crisoles en una bandeja de vidrio o porcelana y a cada uno se le adiciono
hasta la mitad la disolucion desmineralizadora y dejo actuar durante 5 minutos (este

procedimiento se repitié hasta obtener un color blanco de la fibra).
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Posteriormente se llend y lavo los crisoles dos veces con alcohol etilico al 80% y
finalmente dos veces con acetona. Se aplicé el vacio nuevamente hasta la
sequedad y se secaron los crisoles con muestra a 50°C por 24h, se dejo enfriar a

temperatura ambiente en el desecador 25min y peso.

Determinacion de celulosa

Se incineré la muestra procedente de la determinacion de lignina a 500°C por

24°C. Se dejo6 enfriar a temperatura ambiente en un secador 25min y peso.

Determinacion de hemicelulosa

El porcentaje de hemicelulosa de las muestras se obtuvo a partir de la diferencia
entre la FDN menos la FDA, considerando que la FDN representa el contenido de

lignina, celulosa y hemicelulosa y la FDA Unicamente lignina y celulosa.

A continuacion, se resume las metodologias en forma de diagrama de flujo para

obtener el % de lignina y celulosa.
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4 \
Obtener peso del crisol con

el residuo de FDA
(0.25g mtra.)

Adicion de disolucion de
permanganato combinada

(25mL)

Agitacién
(T. ambiente/cada 5min
durante 90min)

Filtrado
(a vacio)

Lavados

(con disolucién
desmineralizadora,
posteriormente con alcohol
etilico al 80% y finalmente con
acetona. Dos veces cada uno)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

\

Calculo

J

Figura 13. Determinacion del % Lignina
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Incinerar mtra. procediente
de determinacién de lignina

(500°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25min)

Pesado final

Calculo

. J/

Figura 14. Determinacion del % Celulosa

Célculo

Determinacién de lignina

o P1— P2
% Lignina = 3 x 100

Donde:
P1: Peso en gramos del crisol y de la fibra seca (FDA)
P2: Peso en gramos del crisol después de la oxidacion con permanganato (celulosa)

P3: Peso en gramos de la muestra seca utilizada en el método de FDA

Determinacion de celulosa

P2 - P4
% Celulosa = ——— x100
P3
Donde:
P2: Peso en gramos del crisol después de la oxidacién con permanganato (celulosa)
P3: Peso en gramos de la muestra seca utilizada en el método de FDA

P4: Peso en gramos del crisol con las cenizas (principalmente silicio)
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Determinacién de hemicelulosa

% Hemicelulosa = % FDN - % FDA
Donde:
% FDN: porcentaje de la fibra detergente neutro

% FDA: porcentaje de la fibra detergente acido

6.9. Digestibilidad in vitro de materia seca (DIVMS)

Los estudios de fermentacion in vitro se llevaron a cabo en el Centro de Ensefianza

Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) ubicado en
Avenida Cruz Blanca No. 486, en San Miguel Topilejo, Delegacion Tlalpan, C.P.
14500, CDMX. Y en el laboratorio de nutricion del Departamento Nutricidbn Animal y
Bioquimica (DNAB).

Fundamento

La técnica consiste en simular las condiciones de digestion propias del rumen de
los animales de manera in vitro para determinar la digestibilidad de la materia seca
de un alimento, la cual expresa la cantidad de nutrimentos sélidos que después de
ser ingeridos se digieren y absorben a lo largo del tracto digestivo (Tilley & Terry,
1963).

Material y reactivos
» Molino THOMAS WILEY con cribas de 1mm
» Jeringas de 25mL
» Tubos FALCON de 50mL tapados con tapones con una valvula BUNSEN
acondicionada
Bafio de agua con agitacion THERMO SCIENTIFIC
Centrifuga BEAR centrifuge-C2204
Tanque de gas CO2
Papel filtro WHATMAN

vV V VYV V
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» Disolucion amortiguadora de Mcdougall?

> Disolucion de pepsina acidaP
a: Disolucion 1= Na2HPO4 anhidrido (3.7g), NaHCOs (9.8g) y agua desionizada a 40°C (1L). Disolucién 2= NaCl (4.7g), KCI
(5.79), CaCl: (0.4g), MgCl2 (0.6g) y agua destilada (100mL). La disolucién amortiguadora se prepara adicionando 10mL de la
disolucion 2 a 1L de la disolucién 1.

b: Pepsina 1:10 000 (2g), HCI (6.6mL) y agua destilada (1L).

Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por Tilley & Terry 1963. Para ello se
tomaron muestras de liquido ruminal de un par de ovejas canuladas alimentadas
con dieta base (ensilado de maiz y paja de avena). Se filtr6 rapidamente a través
de 6 capas de gasas recolectandolo en un frasco de vidrio ambar. Se conservé
caliente (~40°C) y tapado. Se adicioné 250mL de liquido ruminal por cada litro de
amortiguador a 40°C. Se homogenizé durante 15min y durante ese tiempo se le
burbuje6 COa.

Se realizaron dos muestras adicionales:

e Blanco: tnicamente liquido ruminal y disolucién amortiguadora

e Estandar: muestra de alfalfa con liquido ruminal y disolucion amortiguadora

Se pesaron 0.25g de muestra previamente molida y seca en los tubos FALCON y
se adiciond a cada tubo 25mL del amortiguador con liquido ruminal y se taparon con
las valvulas BUNSEN. Posteriormente se incubaron los tubos en el bafio a 39°C por
48h con agitacion ligera durante las primeras 6h de incubacion. A las 48h se
centrifugaron a 3000rpm por 10min y decanté en otros tubos FALCON tratando de
evitar la pérdida de muestra. A los tubos con muestra se les adicion6é 25mL de la
disolucién de pepsina a 40°C, se taparon e incubaron nuevamente a 39°C por 48h.
Después de la incubacion se filtraron. Se lavaron con agua destilada 2 veces. Se
secaron a 55°C por 24h y pesaron. Finalmente se calculo el % DIVMS.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de DIVMS.
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[ Pesar mtra. en tubos FALCON |

(0.25g mtra.)

Adicion de disolucion
amortiguadora con liquido
ruminal

(25mL)

Incubar
(39°C/48h)

Centrifugar
(3000rpm/10min)

Decantar
(recuperando mtra.)

Adicion de disolucién de
pepsina

(25mL)

Incubar
(39°C/48h)

Filtrar

(lavando 2 veces con agua
destilada)

Secar
(55°C/24h)

Célculo

Figura 15. Determinacion del % DIVMS
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Calculo
m —(R—B)
% DIVMS = ——x 100
m
Donde:
R: Residuo en gramos de la muestra
B: Peso en gramos del blanco

m: Peso en gramos de la muestra seca

6.10. Fracciones de la proteina

El analisis se llevo a cabo en el Laboratorio de Bromatologia, Departamento de
Nutricion Animal y Bioquimica, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,

Universidad Nacional Autébnoma de México.

Fundamento

Esta técnica divide el contenido de nitrégeno en tres fracciones: nitrdgeno no
proteinico o Fraccion A, nitrégeno de proteina digerible o Fraccion B y nitrégeno de
proteina indigerible o Fraccion C. En funcion a los distintos niveles de degradacion
gue tiene el sistema digestivo del rumiante y la velocidad de fermentacién de los
microorganismos del rumen la Fraccion B se subdivide en tres fracciones: B1, B2 y
B3 (Krishnamoorthy et al., 1982).

La cuantificacion de nitrégeno de cada fraccion se determina con base a su

solubilidad:

e Ay Bl=nitrégeno soluble

e B2, B3y C = nitrégeno insoluble
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Material y reactivos

Nitrogeno insoluble o Fraccién B2, B3y C

» Balanza analitica KERN ALS 120-4
» Tubos de ensaye de 16x150mm

» Equipo de vacio para filtracion con trampa correspondiente (adaptable a
embudo Buchner)

» Estufa FELISA FE-293AD

» Agitador vortex THERMO SCIENTIFIC

» Disolucion de alcohol terbutilico al 10%

» Disolucion buffer@

a: Fosfato de sodio tetrahidratado (12.2g), Borato de sodio decahidratado (8.91g) por cada 1L de disolucion. Verificar

pH=6.8.

Nitrdgeno soluble digerible o Fraccién B1

Platina de calentamiento
Disolucion de sulfato de cobre pentahidratado al 6%
Disolucion de hidréxido de sodio al 1.25 m/v

vV V VYV V

Disolucion de acido clorhidrico al 50 v/v

Nitrégeno insoluble ligada a FDN o Fraccion B3y C

» Revisar material y reactivos de FDN.

Nitrégeno insoluble ligada a FDA o Fraccion C

» Revisar material y reactivos de FDA.
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Procedimiento

La metodologia fue con base a lo establecido por Krishnamoorthy et al., 1982.

Nitrégeno insoluble (NI)

Se pes6 0.5 g de muestra previamente seca y molida, se colocé en tubos de ensaye,
en seguida se adicion6 5mL de alcohol terbutilico al 10% y 5mL de disolucién
amortiguadora de borato/fosfato a pH= 6.8, con un equipo VORTEX se agit6 cada
cinco minutos durante una hora (la agitacién y el pH favorecen la separacion de las
proteinas de la muestra que son solubles en alcohol). Posteriormente se filtro y lavo
con una mezcla de 250mL de agua destilada y 50mL del buffer borato/fosfato. Es
importante conservar el sobrenadante para la siguiente determinacion. Finalmente
se prosigui6 a determinar el % PC por el método Kjeldahl al papel filtro con el residuo

insoluble.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para

obtener el % de NI.
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Pesar mtra. en tubos de
ensaye

(0.5g mtra.)

Adicion alcohol
(5mL alcohol terbutilico al 10%)

Adicion buffer
(5mL Borato/Fosfato)

Agitacion
(c/5min por 1h)

Filtrado
(a vacio)

Lavados

(con mezcla 250mL agua
destilada y 50mL buffer)

Determinacion de nitrégeno
total

(Kjeldahl)

Célculo

Figura 16. Determinacion del NI (Fraccion B2, B3y C)
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Nitrégeno soluble digerible (NSD)

Se recuperaron 70mL de sobrenadante de la determinacion de nitrogeno insoluble
con una probeta de 100mL. El sobrenadante se vacio en vasos de precipitado de
250mL, y se calentaron en una platina de calentamiento. Después se adicion6 1mL
de HCI al 50% cuando comenzé a ebullir y se mantuvo en esta condicién durante
10min (debido a la disminucion del pH las proteinas que son solubles en alcohol a
un pH de 6.8 se desnaturalizan). Posteriormente se agregaron 25mL de CuSOz al
6% y se mantuvo ebullendo 10min més (el cobre disuelto forma sales insolubles con
las formas anionicas de la proteina). Se agregd lo necesario de NaOH al 1.25%
hasta que se observé el precipitado de las proteinas solubles (ya que se aumenta
el pH y por ende se alcanza el punto isoeléctrico de las proteinas). Finalmente se
dej6 reposar por 24h y transcurrido ese tiempo, se filtré y lavd con agua destilada.
Al papel filtro con el residuo soluble se le determiné el % PC por el método Kjeldahl.

A continuacion, se resume la metodologia en forma de diagrama de flujo para
obtener el % de NSD.
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(Sobrenadante obtenido de)
lavados de determinacién
nitrégeno insoluble

L (70mL) )

Adicion HCI
(ImL al 50%)

Ebullicion
(10min)

Adicion CuSO,
(25mL al 6%)

Mantener ebullicion
(10min)

Adicién NaOH

(al 1.25% hasta observar
precipitado)

Reposar
(24h)

Filtrado
(a vacio)

Lavados
(con agua destilada)

Determinacion de
nitrégeno total

(Kjeldahl)

Céalculo

Figura 17. Determinacion NSD (Fraccién B1)
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Nitrégeno insoluble ligada a FDN (NFDN) y a FDA (NFDA)

Revisar procedimiento de las determinaciones de FDN y FDA.

El papel filtro con el residuo obtenido de estas dos determinaciones se les determino
el nitrogeno total por el método de Kjeldahl, con el fin de estimar la cantidad de

proteina que se encuentra ligada en cada respectiva fibra.

Célculo para determinar cada fraccion

Fraccion A
% Fraccion A =% NT - % NI - % NSD

Donde:

NT: Nitrégeno total (A, B1, B2, B3y C)
NI: Nitrégeno insoluble (B2, B3y C)
NSD: Nitrégeno soluble digerible (B1)

Fraccion B1
% Fraccion B1 = % NSD

Donde:
NSD: Nitrdgeno soluble digerible (B1)

Fraccion B2

% Fraccién B2 = % NI - % NFDN
Donde:

NI: Nitrégeno insoluble (B2, B3y C)
NFDN: Nitrogeno ligado a FDN (B3 y C)
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Fraccion B3

% Fraccion B3 = % NFDN - % NFDA

Donde:
NFDN: Nitrogeno ligado a FDN (B3 y C)
NFDA: Nitrégeno ligado a FDA (C)

Fraccion C

% Fraccion C = % NFDA
Donde:
NFDA: Nitrégeno ligado a FDA (C)

6.11. Perfil de aminoacidos

El estudio se llevo a cabo en el departamento de fisiologia de la nutricién del Instituto

Nacional de Nutricién “Salvador Zubiran”.

Fundamento
Determinacién de la concentracion de los 20 aminoacidos que conforman las

proteinas, mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography).

Material y reactivos

» Balanza analitica KERN ALS 120-4

» Sistema de HPLC Agilent 1260 Infinity acoplado a una bomba binaria (Agilent
G1312B) y un muestreador automatico robético (Agilent G1367B). Con una
columna analitica Agilent ZORBAX Eclipse AAA 4.6x150mm, 5 micras
acoplado a un detector de fluorescencia a 340nm de exitacion y 450nm de
emision (Agilent G1321B).

» Disolucion HCI 0.1M
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Procedimiento

Se pesaron directamente en frascos ambar de 4cm de largo 400mg de muestra. A
cada frasco se le adicion6é 4mL HCI 0.1M y se cerraron con tapones de rosca,
ademas se sellaron con laminas de Parafilm y posteriormente se enviaron al
departamento de fisiologia de la nutricion del Instituto Nacional de Nutricion

“Salvador Zubiran” para llevar a cabo el perfil de aminoacidos de las muestras.

6.12. Determinacién del incremento o disminucidon de materia seca en porcentaje

de cada metodologia

La determinacién de la pérdida o ganancia en porcentaje de cada metodologia se
hizo en funcién a la muestra control, considerandose los gramos iniciales de esta
como el 100%, y simplemente se hizo la equivalencia en porcentaje de la diferencia

en gramos que aumento o disminuyo el sustrato agotado con cada cepa.

6.13. Andlisis estadistico

Los resultados de las determinaciones correspondientes a la composicion del
sustrato agotado (n=4), la DIVMS (n=7), las fracciones de la proteina (n=3) y el perfil
de aminoacidos (n=3) se reportaron como el promedio + la desviacién estandar
(DE).

En todas las determinaciones se llevé a cabo el andlisis estadistico por analisis de
varianza (ANOVA) y comparacion de medias (Tukey) al 95% de confianza,

utilizando el programa GrapdPad Prism 5.
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7. Resultados y Discusion

7.1. Andlisis de las determinaciones correspondientes a la composicidn del sustrato

agotado
De manera global en la Tabla 2 se presentan los resultados relacionados con la

composicidon quimica de las muestras, como se observa hubo un cambio
considerable en la composicidn del sustrato agotado respecto a la muestra control
(sustrato de rastrojo de maiz sin inocular), hecho que se esperaba puesto que se
sabe que los hongos de podredumbre blanca son capaces de degradar la biomasa
lignocelulésica (Ding, 2019), por ejemplo se ha encontrado que el sustrato paja de
trigo después del cultivo de Pleurotus ostreatus presenté un aumento en el
contenido de nitrégeno y una reduccién en la concentracion de algunos minerales
(Varnero et al., 2010).
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Tabla 2. Resultados obtenidos de la determinacién del % Humedad, % Cenizas, % Grasa, % Proteina, % FDN, % FDA, % Celulosa,
% Ligninay % Hemicelulosa de la muestra control y del sustrato agotado seco con las cepas L. edodes y Hericium sp.

Cepa de % % % % % % % % %
hongo Humedad Cenizas Grasa Proteina FDN FDA Celulosa Lignina Hemicelulosa
L.edodes L5 | 2.4+0.2° 19.3+1.0*® 52+0.4° 10.7+0.7° 455+2.8° 38.1+0.3° 17.6+1.1° 15.3+09°  7.4+25%
L.edodes L9 | 36+0.1* 20.0+0.3* 7.3+0.0° 11.6+0.1° 453+34° 37.3+0.3° 16.6+0.6° 158+0.5%  8.0+3.6%
L.edodes LC | 2.9+0.1°° 17.8+0.1° 51+0.1° 12.6+0.2% 525+1.0° 39.8+0.2° 20.3+04° 153+04° 12.7+0.8"
L.edodes L15 | 3.1+0.2° 19.6+0.4% 3.6+0.2° 11.2+0.2° 42.1+04° 395+15° 18.0£+2.0°° 16.9+0.1%® 2.6+ 1.5°
Hericiumsp | 25+0.2° 16.7+0.6° 3.2+0.2° 8.8+0.39 57.2+14° 397+0.7° 205+05° 14.8+04° 17.5+2.13
Control 41+02% 12.4+02% 55+0.3° 7.4+01° 64.1+29% 435+1.6% 29.2+1.0% 11.6+1.3° 21.6+4.92

Los valores son los promedios + la DE, n=4 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b>c>d>e), P<0.05.
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Comparando los resultados de las muestras de sustrato agotado contra la muestra
control se observé un incremento significativo (P<0.05) con todas las cepas en el %

de cenizas, % PC y % de lignina.

Elincremento en el % de lignina se adjudicé a que los hongos para proliferar durante
su incubacién comenzaron de manera selectiva con el consumo de los polimeros
de celulosa y hemicelulosa, lo que aparentemente aumento el contenido de lignina,
pero en realidad la lignina sélo se concentré al perder la materia organica de
celulosa y hemicelulosa. En otros estudios se ha visto un fenémeno similar, es decir,
en lugar de obtener una disminucion en el % de lignina hubo un incremento,
argumentando que podria deberse a que los hongos de podredumbre blanca
consumieron una cantidad relativamente alta de nutrimentos facilmente accesibles
y digeribles en lugar de lignina para su crecimiento durante el periodo temprano. El
mismo estudio reporta un aumento significativo del contenido de lignina (utilizando
como sustrato paja de trigo) durante la primera semana de fructificacion con

Pleurotos ostreatus. (Niu et al., 2018).

A pesar del incremento significativo en el % de lignina se obtuvo un aumento en el

% DIVMS como se esperaba, lo cual se detalla mas adelante.

El hecho de incrementar en cuanto al % de cenizas y de PC se adjudic6 a que la
fructificacion del hongo en el rastrojo de maiz dej6é un residuo rico en minerales y
nitrdgeno propio del micelio (Van et al., 2015).

El incremento en el % PC vari6 desde un 15.9% para el caso de Hericium sp. hasta

un 70.3% para el caso de L. edodes LC.

A continuacion, se presenta de forma mas detallada los componentes que

aumentaron en relacion con el control (Gréfica 1).
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Gréfica 1. (A) Contenido de proteina, (B) Contenido de cenizas y (C) Contenido de
lignina
Los valores son los promedios + la DE, n=4 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes
(a>b>c>d>e), P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L9: Lentinula edodes L9, LC: Lentinula edodes LC, L15: Lentinula edodes

L15, Heri: Hericium sp. y Con: control.
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Por otro lado, como se esperaba el % FDN, % FDA, % Celulosa y % Hemicelulosa
disminuyo significativamente (P<0.05) respecto a la muestra control (con todas las
cepas excepto Hericium sp. en el contenido de hemicelulosa). La fibra neutra
proviene de restos de pared celular vegetal, la cual esta compuesta primordialmente
de celulosa, hemicelulosa y lignina, en el caso de la fibra &cida solo celulosa y
lignina, hecho que coincide con los resultados obtenidos, puesto que el % FDN fue

mayor respecto al % FDA (Van Soest et al., 1991).

La disminucion se adjudic6 a que el hongo de manera selectiva utiliz6 como fuente
de energia el carbono proveniente de los polimeros de celulosa y hemicelulosa, ya
gue tiene enzimas lignoceluloliticas (Phan et al., 2012). La baja en el contenido FDN
oscilé de un 10.8% para el caso de Hericium sp. hasta un 34.3% para el caso de L.
edodes L15, resultados que coincidieron con el contenido de hemicelulosa, es decir,
la cepa con mayor disminucién del % Hemicelulosa fue L. edodes L15 con un 88.0%
y la cepa con menor disminucién fue Hericium sp. con un 19.0%, aunque esta ultima

no fue significativa.

Para el caso en el contenido de celulosa hubo una disminucién de un 29.8% con

Hericium sp. hasta un 43.2% con L edodes L9.

A continuacion, se presenta de forma mas detallada los componentes que

disminuyeron en relacion con el control (Grafica 2).
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Gréfica 2. (A) Contenido de FDN, (B) Contenido de FDA, (C) Contenido de
celulosa y (D)Contenido de Hemicelulosa
Los valores son los promedios + la DE, n=4 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes
(a>b>c>d), P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L9: Lentinula edodes L9, LC: Lentinula edodes LC, L15: Lentinula edodes L15,

Heri: Hericium sp. y Con: control.
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Como se observa en la Grafica 3, en el caso del contenido de grasa Unicamente
Lentinula edodes L9 presenté un aumento significativo (P<0.05) del 32.7%. Este
hecho se atribuy6 a un incremento en la concentracion de metabolitos tales como
acidos grasos monoinsaturados y poliinsaturados propios de la sintesis de algunos
hongos de podredumbre blanca como el caso del shiitake (Keller, 2005). Por otro
lado, hubo dos cepas que disminuyeron significativamente (P<0.05) respecto a la
muestra control, fue el caso de Lentinula edodes L15 y Hericium sp. con una
disminucién del 34.5% y 41.8% respectivamente. Estudios reportan que la
proporcién de grasa en los cuerpos fructiferos de los hongos puede variar de 1.75
a 15.5% (Hong, 1988), por lo que el contenido obtenido de grasa en este estudio se

encuentra dentro de los rangos normales.

Contenido de grasa

Grasa (%)

L5 L9 LC L15 Heri Con
Cepa

Grafica 3. Contenido de grasa
Los valores son los promedios + la DE, n=4 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes
(a>b>c), P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L9: Lentinula edodes L9, LC: Lentinula edodes LC, L15: Lentinula edodes L15,

Heri: Hericium sp. y Con: control.
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7.2. Digestibilidad in vitro de materia seca

Como se observa en la Gréfica 4, al comparar la prueba de digestibilidad in vitro del
control (43.2%) contra los sustratos agotados con las cepas de L. edodes L5
(57.1%), L.edodes L9 (54.7%), L.edodes LC (48.4%), L.edodes L15
(55.8%) y Hericium sp. (44.1%) hubo un incremento para todos los tratamientos del
% DIVMS, sin embargo, el analisis estadistico indicé que el aumento fue significativo
(P<0.05) anicamente con L. edodes L5 L. edodes L15 y L. edodes L9, mientras que
L. edodes LC y Hericium sp. no incrementaron significativamente (P<0.05). Las dos
cepas con las que se presentd un mayor aumento fueron L. edodes L5 con un 32.2%
y L. edodes L15 con un 29.2%.

%Digestibilidad in vitro materia seca
80-

a a
604 ab bc

40-

%DIVMS

20+

L5 L9 LC L15 Heri Con
Cepa
Gréfica 4. Determinacion digestibilidad in vitro
Los valores son los promedios + la DE, n=7 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes

(a>b>c), P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L9: Lentinula edodes L9, LC: Lentinula edodes LC, L15: Lentinula edodes L15,

Heri: Hericium sp, Con: control y DIVMS: Digestibilidad in vitro de materia seca.
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Cabe mencionar que el valor del estdndar representa un paradmetro importante para
asegurar que la determinacion fue llevada a cabo correctamente, puesto que el valor
del % DIVMS estd reportado en la literatura y tiene un valor de 62%

aproximadamente (Tilley y Terry, 1963), en este caso se obtuvo un valor de 67.2%.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en la literatura en donde se
ha indicado que el cultivo de hongos de podredumbre blanca incrementa la
digestibilidad de los sustratos empleados para alimentacion ruminal, por ejemplo,
cuando se alimentaron cabras con este material incremento la digestibilidad de la
materia seca, materia organica y PC (Shrivastava et al., 2012). También al alimentar
ovinos con el residuo de produccion de Pleurotus sajor-caju hubo un incremento en
la digestibilidad de celulosa y grasa (Van et al., 2015). En este punto cabe enfatizar
que en México se utilizan residuos del campo para la produccion de hongos, como
los del maiz, sorgo, avena, cebada, trigo y aserrin provenientes de maderas de pino,
encino, sajo e ilite, ya que son una fuente importante de nutrimentos para los hongos
comestibles, debido a que son capaces de descomponer y metabolizar
eficientemente la materia organica (Romero et al., 2014), sin embargo, a nivel
internacional los estudios existentes se han enfocado en el mejoramiento de otros
rastrojos, ya que se tiende a utilizar los residuos agricolas que mas produce cada
pais, por ejemplo los de trigo en paises al oriente, por lo tanto, son limitados los

estudios a nivel mundial donde se cultivan hongos en rastrojo de maiz.

Por otro lado, a nivel genético estudios reportan que el genoma de Lentinula edodes
contiene genes que codifican para sintesis de enzimas degradadoras de lignina
(Chen et al., 2016), ademas, se han encontrado estudios que demuestran que L.
edodes sintetiza enzimas lignoceluloliticas de manera selectiva, donde se han
cuantificado aproximadamente 600 unidades enzimaticas (U) de xilanasas después
de la invasion en rastrojo de maiz (el mecanismo de accion de dicha enzima es
hidrolizar el monosacarido xilosa presente en los polimeros de hemicelulosa) y
aproximadamente 10.5U de celulasas (el mecanismo de accién de esta enzima es

hidrolizar directamente el polimero de celulosa), contra una escasa actividad
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enzimatica aproximada de 2.4U para el caso de lacasas (Ding et al., 2019), lo que
coincidié con una notable disminucion en el contenido de celulosa y hemicelulosa,
por lo tanto, corrobora la selectividad de L. edodes por ambos polimeros, lo que
ocasiond el aparente aumento en el contenido de lignina, ya que esta sélo se
concentr6 y a pesar de ello mejoré la digestibilidad como se mencioné

anteriormente.

Relacionando los resultados correspondientes a la composicion del sustrato
agotado con él % DIVMS, cabe destacar que todas las cepas mostraron un aporte
en el valor nutrimental del rastrojo de maiz, en funcién al incremento significativo
(P<0.05) en la cantidad de proteina y cenizas después de la fructificacion de los
hongos, por lo tanto, las cepas que son una buena alternativa para mejorar el valor
nutrimental y la digestibilidad de rastrojo de maiz en la alimentacion de rumiantes
son L. edodes L5y L. edodes L15y L. edodes L9. Sin bien L. edodes LC y Hericium
sp. no presentaron un aumento en la digestibilidad in vitro, el hecho de invadir y

crecer sobre rastrojo de maiz les sigue brindando un potencial para produccion.

Finalmente, sélo se eligi6 a las dos cepas con mayor incremento en el % DIVMS (L.
edodes L5y L. edodes L15) y se prosiguio a realizar las demas determinaciones.

7.3. Fracciones de la proteina

Los microorganismos predominantes del rumen son bacterias, protozoarios y
hongos anaerobios, estos mantienen una relacién simbiética con el huésped, ya que
dependen de las condiciones fisiolégicas del rumiante para su existencia y a su vez,
el rumiante depende de los microorganismos debido a que son esenciales para la
digestion y fermentacion de las grandes cantidades de alimentos fibrosos que
consumen, de otra forma, no podrian utilizarla eficazmente. El rumiante proporciona
un habitat idoneo a los microorganismos y es capaz de cubrir sus propias
necesidades nutritivas al utilizar los productos finales de la fermentacion microbiana
y actividades simbidticas, por lo tanto, los animales rumiantes gozan la capacidad

Unica de subsistir a traves de la sintesis de proteina microbiana en el interior del
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rumen, sin disponer de una fuente de proteina dietética, es decir, los rumiantes
tienen la capacidad de sobrevivir sin recibir aminoacidos esenciales de la dieta, al
ser sintetizados por los microrganismos del rumen, sin embargo, los expertos del
tema recomiendan suplementar la proteina con la dieta para garantizar un
crecimiento rapido y una produccion elevada en los animales domeésticos (Churh et
al., 2003).

Cabe mencionar que la proteina microbiana mas la proteina de la dieta que no se
alcanza a degradar en rumen (también Illamada proteina sobrepasante),
proporcionan al intestino delgado proteina para ser digerida y absorbida. Se estima
gue 60-80% es proteina microbiana, 11-17% proteina sobrepasante y 5-10%

nitrégeno no proteinico (Shimada, 2018).

Como se observa en la Tabla 3, hubo un incremento en el total de las fracciones de
la proteina con ambas cepas (L. edodes L5y L. edodes L15) respecto a la muestra
control, lo que indicé un enriquecimiento en la cantidad de proteina del sustrato,
hecho que coincide con los resultados obtenidos de la determinacion de la PC por
el método de Kjeldahl, es decir, el sustrato agotado es una buena alternativa para

la dieta de los rumiantes, ya que incrementé el contenido de proteina.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la suma de las fracciones de la proteina del
control y del sustrato agotado seco con las cepas L. edodes L5y L. edodes
L15

Cepa de hongo Proteina cruda
L. edodes L5 10.5+ 0.02
L. edodes L15 11.7+ 0.12

Control 7.5+ 0.1°

Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05
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Para garantizar que la determinacion fue llevada a cabo correctamente se comparé
el contenido de la suma de las fracciones de la proteina con la PC obtenida del
estudio correspondiente a la composicion del sustrato agotado (Tabla 4). Al realizar
el analisis estadistico no se encontré diferencia significativa (P<0.05), lo que indicé

que las técnicas fueron llevadas a cabo correctamente.

Tabla 4. Resultados obtenidos de la suma de cada fraccion de la proteina
comparada con la proteina cruda correspondiente al estudio de la
composicion del control y del sustrato agotado seco con las cepas L. edodes
L5y L. edodes L15

Cepa de hongo *Proteina cruda +Proteina cruda
L. edodes L5 10.5+ 0.0 10.7+0.7
L. edodes L15 11.7+£0.1 11.2+0.2
Control 7.5+ 0.1 7.4+ 0.1

Los valores son los promedios + la DE. *Proteina cruda del total de la suma de las fracciones n=3 y +Proteina cruda del

estudio correspondiente a la composicion del sustrato agotado n=4.

Los resultados obtenidos de cada fraccion de la proteina se muestran tabulados a

continuacion (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados obtenidos de las fracciones de la proteina del control y
del sustrato agotado seco con las cepas L. edodes L5y L. edodes L15

Cepa de Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion Fraccion
hongo A Bl B2 B3 C

L. edodes L5 1.9+ 028 17+012 3.4+02° 24+052 1.2+0.2°

L.edodes L15 | 23+042 1.8+0.22 4.4+0.32 0.7+0.0° 2.4+0.02
Control 1.2+0.1° 1.0+0.0° 2.9+0.0° 1.5+0.12> 1.0+0.1b

Los valores son los promedios + la DE, n= 3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05.
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Nitrégeno no proteinico (Fraccioén A)

El nitrégeno no proteinico se encuentra principalmente en forma de urea, nitratos,
nitritos y acidos nucleicos (estos son solubles y facilmente convertidos en amonio
por las bacterias del rumen), el cual en ausencia de una fuente de nitrégeno puede
ser nuevamente transformado en urea por el higado, o bien, las bacterias pueden
utilizar el amonio para sintetizar proteinas de alto valor nutrimental al ser una fuente

importante de aminoacidos para el rumiante (Shimada, 2018).

Como se observa en la Grafica 5, hubo un incremento significativo (P<0.05) para el
caso de L. edodes L15 del 91.7% respecto a la muestra control, lo que indicé que
hay una mayor fuente de nitrdgeno no proteinico utilizable por la microbiota ruminal,
transformandolo en amonio y llevando a cabo sintesis de proteinas, o si se requiere

una fuente de nitrdgeno entonces ser reutilizado como urea.

Fraccion A

37 a

Proteina (%)

L5 L15 Con
Cepa

Gréfica 5. Fracciones de la proteina-Fraccion A
Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L15: Lentinula edodes L15 y Con: control.
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Nitrogeno de proteina digerible (Fraccién B)

Fraccion B1

Esta fraccidbn es proteina rapidamente degradable en rumen debido a la accion
enzimatica de origen microbiano, hidrolizandose en oligopéptidos o aminoéacidos, los
cuales pueden ser transformados hasta amonio y si es necesario en urea por el
higado, o bien, las bacterias y protozoarios pueden utilizar los oligopéptidos o
aminoécidos para sintesis de proteinas (Shimada, 2018).

Como se observa en la Gréfica 6 hubo un incremento significativo (P<0.05) con
ambas cepas (L. edodes L5 y L. edodes L15) respecto a la muestra control, 70% y
80% respectivamente, lo que indico que la fructificacién de los hongos sobre rastrojo
de maiz incrementa de manera importante la fraccién de la proteina de mas alto

potencial de degradacién por el rumiante.

Fraccion B1
2.5-

Proteina (%)

L15 Con

Cepa

Gréfica 6. Fracciones de la proteina-Fraccion B1

Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L15: Lentinula edodes L15 y Con: control.
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Fraccion B2

La degradacion de esta fraccion de la proteina es mas lenta respecto a la Fraccion
B1 (Shimada, 2018).

Como se observa en la Gréfica 7, hubo un incremento significativo (P<0.05) para el
caso de la cepa L. edodes L15 del 51.7% respecto a la muestra control, lo que indico
que la fructificacion de este hongo sobre rastrojo de maiz incrementa de manera

importante otra fraccién de la proteina con alto potencial de degradacion por el

rumiante.
Fraccion B2
5- a
= 4
S
© 37
=
(D)
S 7
o
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Gréfica 7. Fracciones de la proteina-Fraccion B2
Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L15: Lentinula edodes L15 y Con: control.
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Fraccién B3

Esta fraccion involucra proteina insoluble en disolucion detergente neutro. De la
proteina digerible es la menos aprovechable, debido a que se encuentra ligada a la
FDN en la pared celular vegetal (Van Soest et al, 1991), pero ante la accién del HCI
en abomaso, el medio alcalino del duodeno y por las sales biliares del rumiante, se
separa de la FDN actuando como proteina de sobrepaso y posteriormente puede
ser absorbida en el intestino delgado, proporcionando ciertos aminoacidos
necesarios (Church & Pond, 2010).

Como se observa en la Grafica 8, hubo un aumento para el caso de L. edodes L5
(60%) mientras que L. edodes L15 disminuyo (53.3%) respecto a la muestra control,
aunque no de manera significativa (P<0.05), lo que indic6 que la fructificacién de los
hongos sobre rastrojo de maiz no incrementa ni disminuye de manera importante la

fraccidon de la proteina mas lentamente degradable por el rumiante.

Fraccion B3

Proteina (%)

L5 L15 Con
Cepa

Gréfica 8. Fracciones de la proteina-Fraccion B3
Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L15: Lentinula edodes L15 y Con: control.
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Nitrégeno de proteina indigerible (Fraccién C)

Finalmente, la Fraccién C hace referencia a proteina que es insoluble en disolucion
acido detergente. A diferencia de las demas fracciones esta no puede ser
degradada por las bacterias del rumen ni digerida en intestino, ya que se encuentra
ligada principalmente a la FDA covalentemente unida a lignina, o bien, la proteina
pude llevar a cabo reacciones tipo Maillard cuando algunos forrajes reciben
tratamiento térmico, por ejemplo: molido en motor de rodillos, deshidratacion
mecanica artificial, etc., por lo tanto, esta fraccion no es aprovechable por el
rumiante (Sniffen et al, 1992).

Como se observa en la Grafica 9, hubo un incremento significativo (P<0.05) para el
caso de la cepa L. edodes L15, de méas del doble, lo que indic6 que la fructificacion
de este hongo sobre rastrojo de maiz también est4 incrementando proteina no
aprovechable por el rumiante, ya que esta ligada covalentemente a lignina o llevando

a cabo reacciones tipo Maillard.

Fraccion C

a

Proteina (%)

L5 L15 Con
Cepa

Graéfica 9. Fracciones de la proteina-Fraccion C
Los valores son los promedios + la DE, n=3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes (a>b),

P<0.05. L5: Lentinula edodes L5, L15: Lentinula edodes L15 y Con: control.
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Groso modo, ambas cepas presentaron un incremento significativo (P<0.05)
respecto a la muestra control de la fraccion de la proteina degradable o
aprovechable por el rumiante, mientras que solo L. edodes L15 mostré incremento
significativo (P<0.05) de la fraccion correspondiente a nitrdgeno no proteinico, el
cual también es utilizable por la microbiota ruminal para transformarlo en amonio y
si se requiere ser trasformado nuevamente a urea, o bien para sintesis de proteina
microbiana, sin embargo, esta cepa a diferencia de L. edodes L5 present6 un
aumento significativo (P<0.05) de proteina no aprovechable, es decir, después de
la fructificacion de ambos hongos sobre rastrojo de maiz hubo un incremento de las
fracciones de la proteina importantes para el metabolismo del rumen de los
animales. Estos resultados concuerdan y se complementan con los resultados

obtenidos de las pruebas de digestibilidad in vitro, ya que el % DIVMS aumento.

7.4. Perfil de aminoéacidos

Como se mencion6 anteriormente, la sintesis de aminoacidos por los
microrganismos del rumen no es suficiente para satisfacer las necesidades de
aminodacidos para un crecimiento rapido y una produccién elevada en los animales
domésticos. Ademas, en comparacion con la proteina proveniente de la dieta, la
proteina bruta microbiana (PBM) posee un valor biologico (VB) bajo. El VB de la
PBM es de 66 a 87 en una escala de 100 como valor ideal segun se ha reportado
(Church et al., 2003), hecho que indica la importancia de la suplementacion con

proteina de la dieta.

Como se observa en la Tabla 6, hubo una gran variacién en la concentracion de
aminoacidos respecto a la muestra control, por ejemplo, algunos aminoacidos
disminuyeron significativamente (P<0.05) y por otro lado algunos aumentaron
significativamente (P<0.05), lo que indic6 que los hongos utilizaron ciertos
aminoacidos como fuente de nitrogeno y otros aminoacidos fueron sintetizados por

ellos como es el caso notorio de la metionina.
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Tabla 6. Concentracion de aminoacidos (uM) obtenidos del perfil de

aminoacidos del control y del sustrato agotado seco con las cepas L. edodes

L5y L. edodes L15

Aminoacido L. edodes L5 L. edodes L15 Control
Asp 76.8+1.1° 37.4+1.9° 300.4+ 6.22
Glu 109.1+ 17.5P 149.3+ 0.72 87.6+1.2°
Asn 6.1+ 1.02 5.4+ 0.12 3.0+ 0.2°
Ser 40.7+ 3.62 14.9+1.5° 15.4+ 0.3
Gln 63.3+4.4 57.8+0.1 66.3+ 1.2
His 14.6+1.82 13.9+ 1.4 8.4+ 0.1°
Gly 41.8+7.3° 41.5+0.7° 67.8+ 2.52
Thr 108.7+ 13.32 82.4+9.7% 58.7+0.3°
Arg 93.2+21.3 71.1+12.3 73.3+ 2.5
Ala 184.2+ 15.0° 283.5+ 13.1° 382.9+ 8.22
Tyr 39.1+7.0° 66.2+ 21,23 89.9+ 1.22
Val 70.4+ 3.2° 82.9+ 0.9° 95.8+ 0.72
Met 23.7£5.78 14.1+ 0.8 0.0+ 0.0°
Trp 5.2+ 2.7 6.4+ 0.1 3.3+ 0.7
Phe 36.4+ 4.12 28.5+ 0.6° 28.6+ 0.4°

lle 48.4+ 2.6° 57.9+ 0.3 60.1+ 0.72
Leu 100.5+ 7.22 92.3+1.2% 87.7+£1.2°
Lys 31.4+7.62 17.5+ 4.92 14.0+ 2.0°
Pro 89.3+2.7° 115.6+ 24.2° 372.8+ 15.12

Los valores son los promedios + la DE, n= 3 por muestra. Las diferencias estadisticas se indican con letras diferentes

La nomenclatura de los aminoacidos se muestra en el anexo 2.

(a>b>c>), P<0.05.
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La proteina microbiana tiende a ser rica en lisina y treonina, con un contenido
marginal de treonina en relacion con las necesidades de los animales para
mantenimiento y crecimiento (Church et al., 2003); como se observa en la Tabla 6,
la concentracion de lisina y treonina aumenté significativamente (P<0.05) respecto
a la muestra control con la cepa L. edodes L5, més del doble para el caso de lisina

y un 85.2% en treonina.

Resulta dificil calcular las necesidades de aminoacidos esenciales segun una base
cuantitativa debido a la intervencién de la fermentacion ruminal entre la ingesta de
la dieta y su llegada al duodeno, y la variacion de las necesidades debido a la
utilizacion de aminoacidos para diversas funciones, por ejemplo el crecimiento de la
lana en corderos responde a un aumento de los aminoécidos que contienen azufre
(Church et al., 2003), como se observa en la Tabla 6, la muestra control no presenté
cuantificacion de metionina, pero los sustratos agotados con las cepas de L. edodes
L15 y L. edodes L5 incrementaron significativamente (P<0.05) de 0.0uM a 14.1uM
y 23.7uM respectivamente.

Con base a lo mencionado, el enriquecimiento de aminoacidos debido a la accién
de los hongos sobre el rastrojo de maiz tiene potencial como una forma de

suplementar la fuente de proteina inherente del rumen por la accién microbiana.

8. Conclusiones

> En general todas las cepas incrementaron el contenido de proteina, cenizas
y lignina, por otro lado, disminuyeron en el contenido de FDN, FDA, celulosa
y hemicelulosa. Para el caso del contenido de grasa sélo con L. edodes LC
aumentod, mientras que con L. edodes L15 y Hericium sp. disminuyé respecto

a la muestra control.
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» Las cepas con las que se obtuvo un incremento significativo en la
digestibilidad de rastrojo de maiz fueron L. edodes L5, L. edodes L15 vy L.
edodes L9. Si bien L. edodes LC y Hericium sp. no presentaron un potencial
para alimentacion ruminal, el hecho de invadir y crecer sobre rastrojo de maiz
les sigue brindando un potencial para produccion.

» El sustrato agotado por las cepas L. edodes L5y L. edodes L15 presentaron
fracciones de la proteina importantes para el metabolismo de los rumiantes.
Ademas, la sintesis de aminoacidos de los hongos sobre el rastrojo de maiz
tiene potencial como una forma de suplementar la fuente de proteina
microbiana con proteina del sustrato agotado por estas mismas cepas para
alimentacion de rumiantes.

> El cultivo de hongos gourmet en sustratos de rastrojo de maiz, es una buena
alternativa para productores de setas, ya sea para autoconsumo y/o la venta,
ademas, el sustrato agotado (especialmente con los hongos L. edodes L5y
L. edodes L15) tiene potencial para alimentacion ruminal, ya que aumento el
valor nutrimental (en funcién al incremento de PC, los resultados de las
fracciones de la proteina y el analisis de perfil de aminoacidos) y la

digestibilidad de rastrojo de maiz.

9. Perspectiva

Ayudar a los productores de hongos en México, a través de la implementacion de
un sustrato considerado como el principal residuo agricola en el pais (rastrojo de
maiz) como medio de fructificacién de hongos comestibles (en este caso de shiitake
y Hericium) reduciendo los costos de la produccién, al sustituir las maderas o
aserrines finos por el rastrojo de maiz. Ademas, aprovechar el residuo de la
fructificacion de los hongos para el area de nutricibn y alimentacion animal,
especificamente rumiantes, ya que la aplicacion de este método bioldgico aumentd
el contenido y el valor de la proteina, y asi mismo, incrementd la digestibilidad del

sustrato.
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Es decir, se busca obtener convenios con:

>

>
>

Productores agricolas mexicanos para aprovechar el residuo de rastrojo de
maiz.

Productores de hongos comestibles mexicanos para abaratar el proceso.

Y con ganaderos mexicanos utilizando el residuo de la produccién de los
hongos como alternativa para la alimentacion de rumiantes, ya que
incrementa la cantidad de proteina y digestibilidad del rastrojo.

Cabe mencionar que este proceso es amigable con el medio ambiente
debido a que no se necesita una fuente de energia derivada del petréleo, no
se producen residuos toxicos y se evita la tala de arboles para la produccién

de los hongos.
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11.Apéndice

11.1. Anexo 1. Técnica de muestreo por cuarteo

En Quimica, la Técnica del Cuarteo tiene gran utilidad, en especial para tomar una
muestra representativa pequefa a partir de una muestra grande y poco homogénea.

Se utiliza con mayor frecuencia para polvos o sélidos granulados.

El procedimiento para desarrollar “El Cuarteo” consiste en:

o Verter la muestra mayor en forma de cono sobre una superficie limpia.

o Aplanar el cono de tal forma que quede como un monticulo sin punta.

« Dividir el monticulo en 4 partes iguales con ayuda de una regleta o espatula.
o Descartar dos de las cuartas partes que se oponen diametralmente.

o Tomar los dos cuartos que quedan, los cuales constituyen la “muestra final”.
e Si la muestra final sigue siendo grande, puede repetir el procedimiento

descrito hasta llegar al tamafio de muestra ideal (Quijandria, S., 2016).

Formar una nueva masa Y

i repetir la operacion hasta

RSM y tomar las 2 partes At s

opuestas. R

Figura 18. Esquema de técnica muestreo por cuarteo resumida. Recuperado de
http://www.bvsde.paho.org/cursoa_mrsm/e/capitulo3.html
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11.2. Anexo 2. Cddigos universales de los aminoécidos

Caodigo (una letra) Codigo (tres letras) Aminoacido
A Ala Alanina
R Arg Arginina
N Asn Asparagina
D Asp Aspartato
C Cys Cisteina
Q GIn Glutamina
E Glu Acido glutamico
G Gly Glicina
H His Histidina

I lle Isoleucina

L Leu Leucina
K Lys Lisina
M Met Metionina
F Phe Fenilalanina
P Pro Prolina
S Ser Serina
T Thr Treonina
wW Trp Triptéfano
Y Tyr Tirosina
\ Val Valina

Figura 19. Cdédigos universales de los aminoacidos. Recuperado de
http://bioinformatica.uab.es/genetica/pr7/codi%20aa_sp.htm
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