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RESUMEN

El interés por la utilizacién de los esquilmos agricola, particularmente el rastrojo de
maiz, en la alimentacion de los animales ha llevado al desarrollo de estrategias para
mejorar las caracteristicas nutricionales de estos. Una de estas estrategias, es el
procesamiento bioldgico, el cual consiste en el cultivo de hongos de podredumbre
blanca, como Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus, que disminuyen el grado de
lignificacion de los esquilmos. En este estudio se elaboraron 32 microsilos utilizando
el sustrato agotado (SRH) de la produccién de dichos hongos en combinacion con
porcentajes crecientes de maiz molido (0 %, 10 %, 20% y 30 % ) para evaluar sus
caracteristicas organolépticas, nutricionales (composicién quimica, contenido de
metabolitos secundarios), su digestibilidad in vitro y posibles riesgos a la salud de

los animales derivados de su consumo (micotoxinas).

Los andlisis de laboratorio demostraron que los microsilos elaborados con el
sustrato residual de la produccién de hongo de Lentinula edodes en combinacion
con 30 % de maiz molido tuvieron las mejores caracteristicas nutricionales y la
mayor cantidad de metabolitos secundarios en comparacion con cualquiera de los
demas ensilados elaborados en el estudio, sin embargo, de manera general, los
ensilados elaborados con sustrato residual de la produccién de hongos de Pleurotus
ostreatus mostraron tener las mejores caracteristicas organolépticas; por lo que,
podrian tener un mejor nivel de aceptaciéon y consumo por parte de los animales.
Por otro lado, el consumo de ninguno de los ensilados mostro evidencia de ser

potencialmente peligroso.



1. INTRODUCCION

1.2 Caracteristicas nutricionales del rastrojo de maiz empleado en la

alimentacion animal

El cultivo del maiz produce una gran cantidad de biomasa de la cual solo se
recolecta el 50 % en forma de grano, luego de eso, la biomasa residual (hoja, limbo,
cafia, mazorca y otras partes vegetativas) que se produce de su cultivo oscila entre

20 a 35 toneladas por hectarea (Alvarez et al., 2022).

En México, el maiz es el cereal de mayor produccion y demanda, en 2017 su
produccion alcanzé los 27.7 millones de toneladas con un valor de 100 206 millones
de pesos (SIAP, 2018), lo que a su vez genero6 16.6 millones de toneladas de residuo
de esta cosecha con un valor de 9 597 millones de pesos (SIAP, 2018). Lo anterior
sitta al rastrojo de maiz como el principal residuo de las actividades agricolas por
arriba del rastrojo de sorgo con 3.5 millones y del rastrojo de avena con 9.6 millones
de toneladas anuales (SIAP, 2018).

Por su alta disponibilidad y bajo costo, los esquilmos de la produccién de maiz son
la base alimentaria para el ganado nacional, sobre todo en épocas de escasez de
forraje verde, por lo que 85 % del rastrojo de maiz producido en el pais, se utiliza

para la alimentacion de animales (Macedo, 2000).

Al respecto, Fuentes et al. (2001) sefialan que en México es comun la utilizacion de
rastrojo de maiz como alimento para rumiantes a pesar de presentar un escaso
valor nutrimental (proteina menor al 5 % de la MS, contenido de fibra neutro
detergente 73-75 % y fibra detergente acido 46-52 %). Debido a esto, por si mismo
no es suficiente para mantener las funciones normales productivas, reproductivas y
de trabajo del ganado; ademas, en la mayoria de los casos, tampoco es posible que
los animales puedan mantener su peso corporal. Por tanto, si se usa como Unica

fuente de alimento, normalmente se presentaran pérdidas considerables, aunque



variables, de peso y de condicion corporal en el ganado (Salgado, 2011). Estas
caracteristicas estan dadas, en gran medida, por la cantidad de pared celular que

contiene.

1.3 Estructura de la pared celular vegetal

Una de las caracteristicas distintivas de las células vegetales es la presencia en
ellas de una pared celular que protege su contenido celular (aproximadamente del
35 al 80 % de la materia organica de los tejidos vegetales esta contenida en la pared
celular) la cual proporciona forma y rigidez estructural a la planta, provee el medio
para la circulacién y distribucion del agua, minerales y otras moléculas pequefias y
contiene otras moléculas especializadas que regulan el crecimiento y protegen a la

planta de enfermedades (Williams, 2003).

1.3.1 Componentes de la pared celular vegetal

La pared celular estd compuesta principalmente por polisacaridos de composicion
y estructura variable entre los que se destacan la celulosa, hemicelulosa, lignina,
acidos fendlicos, proteinas, iones y agua. La composicién y organizacion de los
componentes individuales en la pared controlan su estructura y funcion (Valenciaga
et al., 2004).

e Celulosa: es un polimero de férmula general (C6 H10 O5)n constituido por

unidades lineales de glucosa (elementos de D-Glucosa unidos por enlaces 13
1-4 glicosidicos). Esta estructura es rigida y altamente insoluble en H20.
La celulosa es el principal componente estructural de las paredes celulares
de las plantas. Los enlaces hidrégeno entre polimeros paralelos forman
microfibrillas fuertes que proveen la fuerza y rigidez requerida en las paredes
celulares de las plantas (Gardner et al., 1999).

o Hemicelulosa: son carbohidratos estructurales no celulésicos que existen

como polimeros lineales y ramificados, en asociacion con otros



carbohidratos. La xilosa, mananosa y galactosa, frecuentemente forman su
estructura vertebral, mientras que la arabinosa, galactosa y acidos uronicos
estan presentes en los lados de la cadena (Kirby et al., 1998).

Las hemicelulosas son polisacaridos matrices que se enlazan junto a las
microfibrillas de celulosa y forman enlaces covalentes con Ila
lignina. (Valenciaga et al., 2004).

e Lignina: es un polimero fendlico tridimensional, de estructura muy compleja,
constituye el principal polimero natural junto con la celulosa y es responsable
de la rigidez de la planta, de la resistencia de los tejidos vasculares, la
conduccion de solutos, agua y sales minerales necesarias para la
supervivencia de la planta, ademas de la proteccion contra fenémenos
oxidativos y de ataques de parasitos (Barthes, 1992).

« Acidos Fendlicos: son compuestos fendlicos de pesos moleculares
relativamente pequefios que se han aislado de las paredes celulares por
extraccion con alcali o tratamiento con celulasas, estan unidos a los residuos
de glucanos y xilanos e incluyen acido p- coumarico, acido feralico y vainillina
Los &cidos fendlicos constituyen agentes entrecruzadores en los complejos
lignina - carbohidratos, e inhiben la utilizacion de los residuos de

carbohidratos asociados a ellos. (Valenciaga et al., 2004).

A diferencia del resto de los componentes de la pared celular la lignina se
caracteriza por aumentar su presencia de manera directamente proporcional a la
madurez de la matriz vegetal. En general, el contenido de lignina de los forrajes ha
sido asociado negativamente con la degradabilidad de la fibra y se cree que esta
actlia como una barrera fisica a la degradacion microbiana de la fibra en el rumen.
En el rastrojo de maiz, la lignina constituye el principal componente de la pared
formando una intrincada red de filamentos que se disponen alrededor de la celulosa

y hemicelulosa (Rosales et al., 2005).

Todo lo anterior ha dado lugar a investigaciones sobre métodos que permitan

mejorar el aporte nutrimental y digestibilidad de los rastrojos, especialmente el de



maiz dada su importancia econdémica, con el objetivo de facilitar su uso como

insumo en la alimentacion animal mejorando sus caracteristicas nutrimentales.

1.4 Estrategias para mejorar las caracteristicas nutricionales del rastrojo de

maiz

Existen métodos para tratar los forrajes fibrosos que permiten incrementar el
consumo Yy la digestibilidad de estos alimentos y por lo tanto incrementar la
productividad animal; estos métodos se clasifican en tres grupos: fisicos, quimicos

y biologicos.

Entre los métodos fisicos se encuentran el picado y la molienda, los cuales estan
encaminados a disminuir el tamafio de la particula para que esta tenga mayor
superficie de contacto con la microbiota del rumen, encargada de su fermentacion;
y la humectacion con presién de vapor previa ingestion, que vuelve mas disponibles

dentro del rumen a los componentes de la pared celular (Rosales et al., 2005).

Los tratamientos quimicos involucran el uso de sustancias alcalinas que, en
términos generales, actlan a través de la ruptura de las paredes celulares por medio
de la solubilizacién de la hemicelulosa y la hidrélisis de los ésteres de acidos
urénicos y acéticos, aumentando la tasa de digestion ruminal de la celulosa al sufrir
un aumento en sus dimensiones y exponer mayor superficie al ataque de los
microorganismos del rumen (Klopfenstein, 1980). Al tratar el rastrojo con estas
sustancias, se realiza una predigestion, por lo que, se aprovecha de un modo mas
eficiente y con un costo menor de produccion, ya que estos alimentos no son caros

y las técnicas y materiales utilizados son sencillos (Fuentes et al., 2001).

Finalmente, los procesamientos biolégicos que consisten en la adicion de cultivos
microbianos y enzimas fibroliticas exodgenas (aisladas de cultivos de hongos y
bacterias), como celulasas y xilanasas donde el modelo de accion mas probable

para explicar los efectos benéficos de la adicién de enzimas, es que estas trabajan



sinérgicamente con el microbiota del rumen (Krause et al., 2003). Estas enzimas
aplicadas a los forrajes antes de una incubacion in vitro mejoraron la digestion de la
materia seca y la fibra detergente neutra (Feng et al., 1996), sin embargo, la
produccion y aislamiento de grandes cantidades de estas enzimas es muy costosa
y requiere de mucha mano de obra y equipo especializado, por lo que, una
alternativa para disminuir costos es obtenerlas de subproductos agroindustriales a
partir de hongos filamentosos aislados de los mismos residuos (Machado et al.,
2020).

En este sentido, el estudio de los hongos de pudricion blanca (pertenecientes al filo
Basidiomicota) como otro método de procesamiento biolégico del rastrojo de maiz
ha ido en aumento debido a su capacidad de producir exoenzimas que degradan
eficientemente la celulosa, hemicelulosa y lignina, componentes principales de la
pared celular del rastrojo de maiz, en compuestos de bajo peso molecular

mejorando su calidad y digestibilidad (Fuentes et al., 2001; Machado et al., 2020).

1.5 Caracteristicas generales de los hongos basidiomicetos

Alrededor de 70,000 especies de hongos han sido descritas, sin embargo, se estima
gue pueden existir alrededor de 1.5 millones de especies (Hawksworth et al., 1995);
todos ellas heterétrofas, es decir, requieren materia organica preformada que
utilizan como fuente de carbono y energia para la sintesis de estructuras celulares
(Candia-Sanchez et al., 2017).

Los hongos pueden reproducirse por esporas o por medio de la ramificacion de
estructuras tubulares y arborescentes llamadas hifas (estructura cilindrica que
consta de una pared celular que recubre a una membrana en cuyo interior pueden
existir uno o varios nucleos) que crecen por extension apical o de las puntas y que
se multiplican por ramificacion; al conjunto de hifas ramificadas de los hongos se le
conoce como micelio, mismo que puede encontrarse en forma monocariética (un

solo nucleo) o dicaridtica (dos nucleos). En los extremos de estas células es donde



se lleva a cabo la asimilacion de nutrientes del medio y la excrecion de las hidrolasas
(enzimas extracelulares) necesarias para la degradacion de una gran variedad de

substratos complejos (Herrera et al., 1990; Alexopoulos et al., 1996).

Los hongos Basidiomycotina (Hibbett et al., 2007) constituyen un grupo que reune
mas de 30 mil especies (Kirk et al., 2001) consideradas superiores por su
complejidad morfolégica y la presencia de basidios, células donde se producen
externamente esporas sexuales (basidiosporas) tras la cariogamia y la meiosis,
caracteristica principal que define su identificacion y clasificacion taxondmica
(Candia-Sanchez et al., 2017).

Bajo condiciones ambientales especificas, el micelio dicariético de estos hongos
comienza a formar estructuras reproductoras denominadas cuerpos fructiferos
(también llamados carpoforos, esporoforos o basidiocarpos). En el cuerpo fructifero,
el estipite o pie y el caracteristico pileo o sombrero estan conformados por micelio
ramificado; en la parte inferior del pileo se encuentran las laminillas, mismas que
constituyen el himenio, lugar donde se forman y se liberan las esporas una vez que

el cuerpo fructifero ha madurado (Candia-Sanchez et al., 2017).

Aunque comunmente se emplea el término saprofito para describir hongos que se
alimentan de materia muerta (Kirk et al., 2001), los basidiomicetos destacan por su
importancia crucial en la naturaleza, ya que algunos de ellos como por ejemplo
Lentinus hirtus, Schizophyllum commune, Trametes versicolor y Pleurotus spp
(Agrios, 2005) son los principales descomponedores de materia organica mediante
la produccion de enzimas modificadoras de la lignina, como las lignina peroxidasa,
las manganeso peroxidasa y lacasas (Rayner et al., 1988). La accion de estas
permite la degradacion de biopolimeros tales como la celulosa, hemicelulosa y

lignina lo que servira de nutrientes para los hongos (Moore-Landecker, 1996).



1.1 Panorama de la produccion de esquilmos agricolas, usos e importancia en

la alimentacion animal

Los esquilmos agricolas (también llamados residuos de cosecha, pajas, zacate,
pastura y rastrojos) son subproductos derivados de las actividades agricolas y se
les considera como la porcion del cultivo cosechado (hojas, tallos, espigas y

bracteas de la mazorca) que queda después de extraer el grano (Reyes et al.,2013).

En México, la mayor cantidad de rastrojos se obtiene del cultivo de granos de
cereales (Sanchez et al., 2012; SIAP, 2012), principalmente de la produccion de
maiz, sorgo, trigo y cebada; y se asocia directamente con la superficie que se
destina para su cultivo (Borja et al., 2016), por lo que, a medida que aumenta la
demanda para satisfacer las necesidades alimenticias de la poblacion, también se

incrementa la disponibilidad de estos residuos (Macedo, 2000).

Se estima que por cada kilogramo de grano de maiz cosechado se obtiene un
kilogramo de rastrojo (Infante et al., 2016) y que a la par de la creciente produccién
de residuos agricolas, su aprovechamiento también incrementara (Wortmann et al.,
2012). Esta ultima tendencia se explica por la utilizacién de los esquilmos agricolas
en diversas actividades, entre ellas, la busqueda de nuevas fuentes energéticas
alternativas y renovables (Nufiez, 2012), la elaboracion de compostas y
recientemente su empleo como sustratos en la produccion de hongos comestibles
(Pifia-Guzman et al., 2016).

Segun diversos autores (Alapin, 2008; Correa, 2008; Eyhorn et al., 2002), los
rastrojos tienen dos usos fundamentales; por un lado, son una fuente importante de
cobertura del suelo en la agricultura regulando su humedad y temperatura,
amortiguando la erosion hidrica, controlando la maleza y aportando materia
organica (MO) y nutrientes al suelo (Eyhorn et al., 2002); por otro lado, en conjunto
constituyen uno de los insumos mas importantes para la alimentacién de rumiantes

por su abundancia y accesibilidad (Correa, 2008).



Al respecto, dentro de la ganaderia mexicana los rastrojos cobran gran importancia
ya que tienen la funcion de satisfacer la demanda de forraje para la alimentacion del
ganado (Gémez et al., 2008), representando el 24 % de la materia seca (MS)
disponible para la alimentacién animal cuyo consumo se estima en 43.3 millones de
toneladas anuales. En México, la produccion de residuos derivados particularmente
del maiz, sorgo, trigo y cebada cubren 21 % de la MS requerida por los rumiantes
(vacas, ovejas y cabras) y, por lo tanto, 86.6 % del consumo de rastrojos en la
ganaderia nacional (SIACON-SIAP, 2012).

La utilizacién de rastrojos en la alimentacién de ganado se mantiene por ser una
fuente de energia en la dieta del ganado a precio accesible (Macedo, 2000; Villegas
et al., 2001) y por su alta disponibilidad en la época de estiaje; ademas, su uso en
la alimentacion de rumiantes ha incrementado en los ultimos afios en el ambito

mundial a medida que la disponibilidad de granos se reduce (Fuentes et al., 2001).

1.5.1 Efecto del complejo de enzimas lignocelulésicas de los hongos de

podredumbre blanca sobre la pared celular del rastrojo de maiz

Los hongos basidiomicetos se clasifican en hongos de la pudricién blanda, que
degradan parcialmente la lignina para ganar acceso a la celulosa (Kirk et al., 1987),
y hongos de la pudricion blanca, que la descomponen completamente (Tuomela et
al., 2000). En este proceso intervienen enzimas, comiunmente conocidas como
“‘modificadoras de la lignina”, las cuales son producto del metabolismo secundario
de los hongos bajo un proceso estrictamente aerobio y sintetizadas en respuesta a

factores estresantes y carencias nutricionales (Ortiz, 2009).

Los hongos de la podredumbre blanca, conocidos asi ya que al remover la lignina
dejan un residuo color blanquecino (Levin et al., 2006), constituyen el grupo mas
importante dentro de los basidiomicetos gracias a que producen enzimas

ligninoliticas extracelulares (Hamme, 1996). Estos hongos son considerados



agentes primarios de descomposicion porque son capaces de utilizar los desechos
agricolas en su forma original, es decir, sin que hayan sido sujetos previamente a

algun proceso de degradacion bioquimico o microbiolégico (Sanchez, 2010).

Existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: hidrolasas que degradan
la celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas), y oxidoreductasas que
degradan la lignina (lignino peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), lacasa,
oxidasa y xilanasa), las cuales poseen una potente capacidad oxidante (Hammel,
1996).

En la degradacion enzimatica de la lignina intervienen una serie de reacciones
inespecificas que originan la formacion de radicales libres en el biopolimero y dan
como resultado la desestabilizacion de los enlaces y finalmente la ruptura de la

macromolécula (Barr, 1994), dando como resultado CO2 y agua.

Los residuos agroindustriales utilizados para el cultivo y produccion de hongos
comestibles proveen las fuentes de carbono, nitrégeno, azufre y fésforo necesarias
para el desarrollo adecuado de la biomasa fungica (Rizki, 2011). Presumiblemente,
el objetivo metabdlico de la degradacion de lignina por este grupo de hongos seria
acceder a la celulosa y hemicelulosa, las cuales representan su fuente de carbono

y energia (ten Have et al., 2001).

Ademas, debido a la baja especificidad de la actividad enzimética y a la fuerte
capacidad oxidativa del sistema de degradacién ligninolitica, los hongos de la
pudricion blanca pueden degradar un amplio conjunto de compuestos similares a
los que presenta la lignina, tales como los hidrocarburos policiclicos aroméaticos
(HPA) (Collins et al., 1997), 2,4,6- trinitrotoluene (TNT) (Wariishi et al., 1992),
dioxinas, 1,1,1-trichloro-2,2-bis (4- chlorophenyl) ethane (DDT), cloroanilinas y
colorantes (Field et al. 1992).

10



El material lignocelulésico que resta luego de la cosecha del hongo y que ha sido
biotransformado por el crecimiento del micelio y produccion del carpéforo se conoce
como sustrato residual de hongo (SRH) o sustrato agotado de hongo (SAH)
(Postemsky, 2016). Algunas de las caracteristicas de este residuo son el aumento
significativo en el contenido de cenizas, proteina bruta, aminoacidos, reduccién de
celulosa, hemicelulosa y lignina y aumento de la digestibilidad in vitro en
comparacién con sustrato de maiz sin inocular (Orozco, 2019); dichas

caracteristicas abren una brecha para su posible uso en la alimentacion animal.

1.5.2 Sintesis de Metabolitos Secundarios (Ms) de los hongos de podredumbre

blanca a partir de lignina

El metabolismo primario de plantas, bacterias u hongos puede definirse de manera
general como todos los procesos de utilizacion y transferencia de masa y energia
encaminados a la sintesis de compuestos esenciales (proteinas, glucidos, acidos
nucleicos, etc.), también conocidos como compuestos primarios 0 metabolitos
primarios, son de presencia universal en todas las especies y permiten llevar a cabo
funciones de primer orden como el desarrollo, crecimiento y reproduccion de los

organismos (Banda, 2010; Kuzhuppillymyal-Prabhakarankutty et al., 2023).

Por otro lado, el metabolismo secundario de estos organismos les permite producir
y acumular una amplia variedad de compuestos quimicos que no son
indispensables para la vida pero que juegan un papel fundamental en la adaptacion
al estrés ambiental y en la defensa contra predadores y patdgenos (Valares-Masa,
2011). También se pueden encontrar actuando como precursores de moléculas
esenciales para el funcionamiento de las vias metabdlicas primarias razén por la
cual el metabolismo primario y el secundario estan estrechamente relacionados. A
los compuestos que resultan de este proceso se les denomina compuestos
secundarios, Ms, metabolitos especializados o bien fitoquimicos (Sanchez, 2022).

Los Ms son compuestos bioactivos de bajo peso molecular, con una amplia

diversidad quimica, de estructura compleja y Unica (Scossa et al., 2020). Su sintesis
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es inducida en condiciones de estrés por factores bibticos y abioticos y a diferencia
de los compuestos primarios, los Ms se encuentran en muy bajas concentraciones,
esto es, menos del 1 % del peso en base seca (Bourgaud et al., 2001). Su
concentracion depende de las condiciones ambientales de su desarrollo y de su
phylo ya que cada especie de planta u hongos tiene su “set” caracteristico de
compuestos, es decir, son especie-especificos y como regla, un grupo particular de
metabolitos secundarios predomina dentro de un taxén determinado (Fang et al.,
2019).

Estos metabolitos especializados son clasificados normalmente a partir de su via
biosintética y de manera general se consideran tres grandes familias (Bourgaud et
al., 2001): terpenoides, compuestos que contienen nitrdgeno y compuestos

fendlicos.

Los compuestos fendlicos (fenoles o CF) son los metabolitos secundarios mas
numerosos y con mayor distribucién en el reino vegetal. Se caracterizan por
contener al menos un anillo aromatico (C6, fendlico) en su estructura quimica, con
por lo menos un grupo hidroxilo unido. El término ‘polifenoles’ se emplea para definir

a aquellos compuestos con mas de un anillo fendlico (Durazzo et al., 2019).

La clasificacion mas aceptada de los compuestos fendlicos los divide en dos
grandes grupos: polifenoles flavonoides y polifenoles no flavonoides. Los polifenoles
flavonoides (el grupo méas amplio de polifenoles) incluyen: antocianidinas,
flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas e isoflavonas. En cambio, los
polifenoles no flavonoides incluyen: &cidos fendlicos o fenolcarboxilicos
(fenilpropanoides), curcuminoides, cumarinas, cromonas, xantonas, estilbenos,

lignanos y taninos (Durazzo et al., 2019).
A nivel organico los CF influyen, entre otras cosas, en procesos de regulacion

transcripcional, sintesis de proteinas, actividad enzimatica y reduccién de especies

reactivas de oxigeno (actividad antioxidante) (Martin, 2018).
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Los metabolitos secundarios son fundamentales para numerosas ramas de la
industria. De manera general, son empleados como insecticidas saborizantes, tintes
y colorantes, fragancias, productos alimenticios y complementos nutritivos,

farmacos e inclusive como combustibles (Tetali, 2019).

1.5.3 Laimportancia de los compuestos fendlicos en la alimentacion animal

Ya que no todos los desechos agroindustriales presentan altos valores nutricionales
y una considerable cantidad de compuestos fendlicos y bioactivos (Correddu et al.,
2020)., el uso en la alimentacién animal de estos materiales representa la mejor y

mas sencilla forma de aprovecharlos nuevamente.

Se ha observado que los CF, incluidos en niveles bajos o moderados en la dieta de
rumiantes, tienen efectos positivos en el metabolismo ruminal, en su estado de
salud, su desempefio productivo y la calidad de los productos derivados, aun
cuando de manera general el consumo voluntario y el coeficiente de digestibilidad

se pueden ver disminuidos por su presencia (Gheshlagh et al., 2021).

Los principales efectos de la presencia de compuestos fendlicos en la dieta se
observan en la calidad del perfil de acidos grasos, actividad antioxidante de la leche
y la sangre, reduccidon de amoniaco en rumen y consecuentemente disminucién de
urea en leche y sangre. Otros de los efectos en la salud de los animales que se han
evidenciado son la reduccién de pardsitos intestinales en ovejas, el aumento de
peso corporal, mejora en la respuesta inmune mediada por células, reduccion de
procesos inflamatorios y mejora en el estado antioxidante de los animales (Correddu
et al., 2020; Gheshlagh et al., 2021).

Se debe tener en cuenta que los efectos benéficos esperados del uso de residuos

agroindustriales ricos en compuestos fendlicos pueden no siempre ser observados

dado que su uso es poco eficaz debido a la falta de informacion sobre su valoraciéon
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(composicion nutricional, estabilidad y durabilidad), estrategias de conservacion,
uso e implementacion en dietas para la alimentacion de rumiantes (Meneses et al.,
2007). Un residuo agroindustrial que no ha sido estudiado a fondo es el obtenido de
la produccién de hongos comestibles, el cual tiene un alto valor nutricional

Lorenzana et al. (2023)

1.5.4 Produccién de hongos cultivados en México

Entre los hongos de pudricion blanca que son capaces de utilizar el rastrojo de maiz
como matriz sélida para su desarrollo y que han demostrado tener los efectos antes
mencionados sobre el sustrato se encuentran Pleurotus ostreatus y Lentinula
edodes, especies comestibles que se cultivan a escala comercial en casi todas las

regiones del mundo (Andrade et al., 2012).

En México, la produccion nacional actual de hongos cultivados se estima en mas de
55 mil toneladas, lo que lo ubica al pais como el primer productor en América Latina
de hongos comestibles al generar el 80.8 % de la produccion; a nivel internacional,

ocupa el décimo tercer lugar de los paises productores (INECOL, 2017).

Se estima que se producen cinco kilogramos de residuos por cada kilogramo de
hongos cultivados (Correa et al., 2016). Tal cantidad de SRH impone la necesidad
de la aplicacibn de un método de conservacion del sustrato que permita su
almacenamiento al tiempo que ofrezca una alternativa viable de consumo en la

alimentacién animal.
1.6 El ensilaje como método de conservacion, almacenaje y alternativa de
consumo del sustrato residual de la produccién de hongos de podredumbre

blanca en la alimentacion animal

Los hongos de podredumbre blanca tienen la capacidad de desarrollarse sobre una

gran variedad de residuos lignocelulésicos mediante fermentacion en fase sélida,
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sin embargo, uno de los problemas con este proceso es que estimula el crecimiento
de bacterias y hongos de la pudricién (Reyes, 2013), lo que deteriora el producto
resultante. Para corregirlo, estudios dirigidos a la implementaciébn de estas
tecnologias por los productores han sugerido hacerlo en dos etapas, combinando el
proceso de fermentacion al estado solido con el proceso de ensilaje (Rosales et al.,
2005).

El proceso de ensilaje puede definirse como la fermentacion de los carbohidratos
solubles en los forrajes y se logra por medio de una fermentacion lactica espontanea
en condiciones anaerobicas. Las bacterias epifiticas de &cido lactico fermentan los
carbohidratos hidrosolubles del forraje produciendo &acido lactico y en menor
cantidad, acido acético. Al generar estos acidos el pH del material ensilado baja a
un nivel que inhibe la presencia de microorganismos que inducen la putrefaccion
(Garceés, 2004).

El producto final del proceso es conocido como ensilado y se refiere al material
vegetal después de haber sido sometido a dicha fermentacion acida controlada
dentro de un espacio llamado silo (Valencia, 2011). La conservacion durante el
proceso de ensilaje se realiza por la alta acidez obtenida (bajo pH) y por las
condiciones anaerdbicas de la masa forrajera (Rees, 1997).

La fermentacion &cida es una reaccion de oxidacion-reduccion balanceada
internamente, en la cual algunos atomos de la fuente de energia quedan reducidos
y otros quedan oxidados. Solamente una pequefia cantidad de energia se libera
durante la fermentacion de la glucosa, la mayor parte de la energia permanece en
el producto de fermentacion reducido. La energia liberada en la fermentacion de la
glucosa a acido lactico se conserva por fosforilaciones a nivel de sustrato en forma

de enlaces fosfato de alta energia en el ATP (Garceés, 2004).
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1.6.1 Generalidades del proceso de ensilaje

De manera general, el proceso se puede dividir en 4 etapas (Merry et al.,1997):

1. Fase aerobica.

El oxigeno atmosférico presente en la masa vegetal disminuye rapidamente
debido a la respiracibn de los microorganismos aerobios y aerobios
facultativos como las levaduras y enterobacterias (Garcés, 2004).

En esta actividad aerdbica y por accién de enzimas vegetales los azucares
son convertidos en diéxido de carbono, agua y calor, mientras que los
carbohidratos de reserva y la hemicelulosa son transformados en azlcares,
actividades que permiten prolongar la respiracion celular (Muck, 1996).

Los procesos de oxidacion reducen el nivel de oxigeno en la masa forrajera
lo que causa lisis celular con liberacion de proteasas, esto provoca el
aumento de los niveles de nitrdgeno no proteico a expensas de la proteina
(Muck, 1996), ademas, a la par puede existir degradacion parcial de azlcares

solubles (Jiménez et al., 2022).

Por lo anterior, procesos ineficientes de transporte y llenado del silo originan
prolongadas fases aerdbicas (por arriba de las 5 horas), las cuales se
acompafan de elevacién de temperatura del forraje (dafio por calor), e
incremento de protedlisis, con elevadas pérdidas de energia y materia seca
(Matta, 2005), lo que reduce el valor nutritivo del ensilado y genera
compuestos tdéxicos como aminas biogénicas y acidos grasos de cadena
multiple (Jiménez et al., 2022).

El tiempo Optimo de duracién de la fase de respiraciéon dependera de la

eficiencia del sellado del mismo y de la compactacion del forraje (Duthil,
1980).
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Fase de fermentacion.

Se inicia al producirse un ambiente anaerobio. Generalmente esta fase tiene
una duracion que puede variar entre 10 y 25 dias (Sanchez, 2002)
dependiendo de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones

ambientales en el momento del ensilaje (Jiménez et al., 2022).

Los cambios quimicos que se presentan en la masa forrajera durante la fase
anaerodbica del proceso son originados por microorganismos, los cuales
pueden originar tres tipos de fermentacion anaerdbica: acética, lactica y
butirica, siendo lactica la fermentacién ideal para el proceso de ensilaje
(Matta, 2005). Sin embargo, algunas especies también producen &cido
acético y etanol durante la fermentacion, razon por la cual se clasifican en
dos grupos: heterofermentativas y homofermentativas (Muck, 1996).

Una vez eliminado el oxigeno de la masa forrajera las bacterias
heterofermentativas inician su multiplicacién, convirtiendo los azUcares
simples en acidos orgénicos principalmente acético y lactico. El crecimiento
y multiplicacion de estas bacterias continta hasta que el pH desciende a

valores cercanos a 5 (Matta, 2005).

Los principales géneros de bacterias &cido-lacticas responsables de la
fermentacién en ensilajes son: Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus y
Leuconostoc (Muck, 1996), siendo sus caracteristicas fundamentales
fermentar azlcares hasta acido lactico y ser todos ellos aerébicos
facultativos, pero con cierta preferencia por la condicion anaerobia. La
fermentacion lactica que realizan los microorganismos da un valor agregado
a los productos vegetales porque mejora su digestibilidad y palatabilidad
(Garcés, 2004).

Cuando no se alcanza rapidamente un pH bajo (menor a 5 en las primeras

48 horas), se desarrollan microorganismos putrefactivos, principalmente los

del género Clostridium. Estos atacan las proteinas y otros componentes
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celulares, produciendo &cido butirico, asi como diferentes aminas y
sustancias toxicas; por lo que, el contenido de acido butirico en el ensilado
es un indicador importante de la degeneracién de la proteina del forraje
(Jiménez et al., 2022).

Fase estable

A pH igual o inferior a 5 las bacterias lacticas se constituyen en los
microorganismos predominantes transformando azucares en acido lactico,
cuyo nivel incrementa hasta inhibir el crecimiento microbiano (Matta, 2005).
Una vez agotado su sustrato, la mayoria de estos microorganismos reducen
su actividad; es entonces cuando el proceso se interrumpe y estabiliza

completando la fase de fermentacién (Jiménez et al., 2022).

Algunas bacterias indeseables en esta etapa son las bacterias aciddfilas, y
acido tolerantes ya que pueden iniciar una deterioracion aerdbica, oxidando
el lactato y el acetato y produciendo CO2 y agua, aunque pueden permanecer
también en estado inactivo; al mismo tiempo algunos otros microorganismos,

como clostridios y bacilos, pueden sobrevivir como esporas (Silveira, 2006).

En este momento, se considera que el forraje ha sido fermentado y su calidad

se mantendra estable mientras continle la ausencia de oxigeno.

Fase de deterioro aerdbico

Ocurre en todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire para su
empleo, pero puede ocurrir antes por dafio de la cobertura del silo (Jiménez
et al., 2022).

El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas:

a) Se debe al inicio de la degradacion de los acidos organicos que

conservan el ensilaje por accion de levaduras y ocasionalmente
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bacterias que producen acido acético, lo que aumenta el valor del pH
(Silveira, 2006).

b) Al aumento del valor del pH se le agrega un aumento de la
temperatura, lo que desencadena el inicio de la actividad de
microorganismos que deterioran el ensilaje (bacilos, mohos vy
levaduras) que pueden ocasionar pérdidas graves de materia organica
(Silveira, 2006).

Los mohos son organismos aerobios que se desarrollan en cualquier sitio del
ensilado que se encuentre en contacto con oxigeno, incluso con una buena
técnica de ensilaje, es comun que ocurra sobre la capa exterior del material
ensilado al inicio del almacenamiento; en caso de un deficiente manejo del
ensilado, el moho puede invadir toda la masa vegetal almacenada (Oude et
al., 2023). Las especies que se presentan frecuentemente pertenecen a los
géneros Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Mucor y Trichoderma. (Nout et
al., 1993).

Los mohos no sélo disminuyen el valor nutritivo y la palatabilidad del ensilaje,
sino que también son un riesgo para la salud de los animales y las personas
(Oude et al., 2023). Algunos problemas de salud asociados con los mohos
se relacionan con las micotoxinas (Auerbach, 1998) y dependiendo de la
cantidad y tipo presente los problemas de salud pueden variar desde ligeras
molestias digestivas y problemas de fertilidad hasta dafios serios al higado o
a los riflones. Algunas especies de hongos que producen micotoxinas son:
Aspergillus fumigatus y Penicillium roqueforti. Esta confirmado que la
aflatoxina B1, una micotoxina de Aspergillus flavus, puede ser transferida del

ensilaje a la leche (Scudamore et al., 1998).
Todavia existen muchas dudas sobre cuales son las condiciones bajo las que

se producen las micotoxinas en el ensilaje. No todos los ensilajes

fuertemente infestados por mohos tienen forzosamente una gran cantidad de
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micotoxinas, y no todos los tipos de micotoxinas que pueden producir los
mohos se encuentran necesariamente en un ensilaje infestado (Nout et al.,
1993).

Como ya se mencioné anteriormente, la fermentacién bacteriana que se busca
durante el proceso de ensilaje es la fermentacion lactica ya que esta permite el
aprovechamiento sin pérdidas importantes de una mayor cantidad de nutrientes del
material ensilado dando como resultado acido lactico (Jiménez et al., 2022). Las
bacterias lacticas pueden asimilar sustancias organicas como aminodacidos,
péptidos y polipéptidos, y sustancias inorganicas como sales de amoniaco, si bien
algunas bacterias &cido-lacticas desdoblan las proteinas hasta aminoacidos,
ninguna las degrada nunca hasta amoniaco. Al respecto, la acidez del sustrato es
importante para que cesen todos los procesos vitales y no se desarrollen las
bacterias de la fermentacidn acética o butirica que provocan la pérdida de gran parte

de las proteinas y de los amino&cidos, asi como del valor energético (Silveira, 2006).

La fermentacién butirica es una fermentacion indeseable que perjudica la calidad
del ensilado. Los productos finales de esta fermentacion son los acidos acéticos,
propiénico, férmico y algunos &cidos volatiles. Una especie patdgena de los
animales y el hombre es Clostridium botulinum, que sintetiza potentes exotoxinas

es la mas representativa de este grupo (Valencia, 2011).

La fermentacion acética se considera como parte normal del proceso de un ensilado
de buena calidad siempre que se produzca en un tiempo limitado, su duracién
prolongada es considerada indeseable ya que las bacterias lacticas competiran con
las de este grupo (bacterias lacticas heterofermentativas, ej. Acetobacter) por
sustrato, lo que podria reducir el nimero de bacterias lacticas homofermentativas,

poniendo en riesgo el resto del proceso (Jiménez et al., 2022).
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1.6.2 Evaluacion de las caracteristicas de la materia vegetal ensilada

Posterior al proceso de ensilaje y preferentemente previo a ofrecer el ensilado como
alimento a los animales, es necesario realizar una evaluacion del material vegetal

con la finalidad de conocer su calidad.

La calidad del forraje puede definirse por el potencial que tiene de producir la
respuesta deseada en el animal; entre los factores que pueden determinarla se
encuentran el contenido de nutrientes, la digestibilidad, la palatabilidad, el nivel de
consumo y la ausencia de factores antinutricionales o potencialmente téxicos (Ball
et al., 2001).

Por otro lado, el proceso de ensilaje en su totalidad también es susceptible de
evaluacion a partir de los metabolitos de fermentacion de la materia vegetal

contenidos en el ensilado y de sus caracteristicas organolépticas (Ledezma, 2018).

1.6.2.1 Evaluacién quimica del ensilado.

La evaluacion quimica engloba una serie de pruebas a nivel de laboratorio
encaminadas a conocer el contenido de nutrientes. De forma general, estas pruebas
incluyen la estimacién de la materia seca, contenido de proteina cruda, lipidos
(extracto etéreo), elementos libres de nitrégeno, cenizas y fibra cruda (Ball et al.,
2001).

Si bien estas determinaciones son de gran utilidad para caracterizar los alimentos,
en el caso de los forrajes (frescos o conservados) conocer las caracteristicas
nutricionales particulares de la pared vegetal es de suma importancia para evitar
una sobreestimacion de su aporte nutricional, por lo que, a las determinaciones
mencionadas debe agregarse la estimacion de la fibra detergente neutro, fibra
detergente acido y el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina (Waldron et al.,

2003). A las pruebas anteriores también podria sumarse la determinacion del grado
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de digestibilidad de la materia vegetal que aporta informacién sobre el potencial

nutritivo del ensilado (Ball et al., 2001).

Los cultivos bacterioldégicos y pruebas toxicoldgicas (analisis microbiolégicos)
descartan la presencia de agentes o compuestos potencialmente toxicos, sin
embargo, no se consideran pruebas de rutina. A pesar de ello, es altamente
recomendable realizarlas para prevenir intoxicaciones o enfermedades dentro del

hato asociadas al consumo de ensilado.

Por otro lado, los metabolitos de fermentacibn mas comunmente usados para
determinar la calidad del proceso de ensilaje son el pH, el &cido lactico y los acidos
grasos volatiles totales (Ledezma, 2018); todos ellos en conjunto ofrecen un cuadro
muy completo del patron de fermentacion y consecuentemente de la calidad del

proceso y su producto final.

1.6.2.2 Evaluacion fisica (organoléptica) del ensilado.

El patréon de fermentacibn del material ensilado imparte al producto final
caracteristicas especiales de humedad, olor, color y consistencia (parametros
organolépticos) susceptibles de ser evaluadas, mismas que a nivel de campo
constituyen la principal herramienta para determinar, aunque de manera muy
subjetiva, la calidad, probable nivel de consumo y posibles riesgos de su inclusion

en la dieta animal (Chaverra, 2000).
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2. HIPOTESIS

La elaboracion de ensilados a partir del sustrato agotado de la produccién de
hongos de podredumbre blanca (Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP)
permitira la conservacion de las caracteristicas nutricionales de los residuos y su

aprovechamiento en la alimentacién animal.

3. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar la formulacién con mejores caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas para la elaboracion de ensilado a partir del sustrato agotado de
rastrojo de maiz empleado para la produccién de hongos de podredumbre blanca

(Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP).

Objetivos especificos

o Evaluar las caracteristicas organolépticas (fisicas) de los ensilados
realizados con el sustrato agotado de los hongos Lentinula edodes L5 y
Pleurotus ostreatus IAP en sus diferentes formulaciones.

o Evaluar las caracteristicas quimicas de los ensilados realizados con el
sustrato agotado de los hongos Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus
IAP en sus diferentes formulaciones.

« Caracterizar los compuestos fendlicos totales de los ensilados.

« Evaluar el efecto de los diferentes ensilados sobre la fermentacion ruminal in

vitro.
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4. MATERIAL Y METODOS

El protocolo empleado en el presente estudio fue revisado y aprobado por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales (CICUA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México con el

ndmero 711.

4.1 Localizacion

Los andlisis quimicos se realizaron en el Laboratorio de Bromatologia Il del
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica (FMVZ-UNAM). El estudio de
digestibilidad in vitro se llevé a cabo en el Centro de Ensefianza Practica e
Investigacion en Producciéon y Sanidad Animal (CEPIPSA, FMVZ-UNAM) ubicado
en San Miguel Topilejo en la alcaldia Tlalpan, Ciudad de México, con una altitud de

2283 msnm y una temperatura promedio de 17.6°C

4.1.2 Obtencion de sustrato residual de la produccién de hongos comestibles

El sustrato residual de la produccién de hongos comestibles (SRH) se obtuvo en el
laboratorio 324 del conjunto E de la Facultad de Quimica de la UNAM. Los SRH
empleados en el presente estudio se utilizaron para la produccion de hongos
Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP. En el Cuadro 1 se presenta la
formulacion para la obtencién de los sustratos residuales de hongos empleados
para este estudio.
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Cuadro 1. Formulacion de sustrato para la obtencién de hongos comestibles.

Ingredientes Composicion de sustrato (%) BS

Rastrojo de maiz 80
Sorgo molido
Salvado de trigo
Gluten de maiz

CaCOa3

= A OO0 b~ O

CaS0a4

Total 100

4.2 Elaboracion de ensilados

El SRH se transporté al Centro de Ensefianza Préactica e Investigacion en
Produccion y Sanidad Animal (CEPIPSA, FMVZ-UNAM), donde se elaboraron los
microsilos experimentales empleando SRH de Lentinula edodes L5 y Pleurotus
ostreatus IAP dispuestos en cuatro formulaciones con cuatro repeticiones para cada

una de las cepas. En el Cuadro 2 se muestra la formulacion de los microsilos.
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Cuadro 2. Formulacion de los microsilos.

SRH SRH Maiz amarillo

Tratamiento L5 IAP molido

% de inclusién

1 100 0
2 90 10
3 80 20
4 70 30
5 100 0
6 90 10
7 80 20
8 70 30

Los microsilos se elaboraron en frascos de plastico opacos con capacidad de 2 litros
cada uno, con tapa de rosca hermética y se mantuvieron a la sombra en un lugar
seco a temperatura ambiente por 35 dias, cada bote fue identificado con la fecha de
elaboracion, cepa, tratamiento y repeticion correspondiente. La elaboracion de
todos los microsilos respondio a la metodologia propuesta en el Manual de Practicas
de Produccién y Aprovechamiento de Forrajes del Departamento de Nutricién

Animal 'y Bioquimica (UNAM) que se describe a continuacion:

1. Estandarizacion del tamafio del SRH a menos de 2.5 cm y contenido de
humedad entre el 60-70 % aplicando la prueba de presion.
2. Homogeneizacién de todo el SRH y grano de maiz molido segun el

tratamiento.
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3. Llenado del frasco con el material a una décima parte de su capacidad para
luego compactarlo con un apisonador eliminando asi la mayor cantidad de
aire del material y repitiendo este paso hasta dejar solo 2 cm de distancia
entre el SRH y el tope del frasco.

4. Colocacion de la tapa y sellado del frasco con cinta y silicon para evitar la

entrada de aire.

4.2.1 Andlisis de los microsilos

Las caracteristicas organolépticas y el pH de todos los microsilos fueron evaluados
al momento de abrirse. Posteriormente a esta evaluacion se obtuvieron las muestras
necesarias para el andlisis de las determinaciones correspondientes a la
composicién quimica del ensilado, mismas que se llevaron a cabo en el Laboratorio
de Bromatologia, Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica, Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Autonoma de México. El
andlisis quimico contempl6 la determinacion de humedad, cenizas, nitrégeno total,
extracto etéreo, extracto libre de nitrégeno, fibra detergente neutro, fibra detergente
acido, celulosa, hemicelulosa, lignina, compuestos fendlicos totales, taninos,
saponinas, concentracion de acido lactico, presencia de micotoxinas y digestibilidad

in vitro.

4.2.1.1 Evaluacion del pHy las caracteristicas organolépticas

Fundamento

El patréon de fermentacibn del material ensilado imparte al producto final
caracteristicas especiales de color, olor y textura, las cuales sirven como indicador
de calidad y de un nivel probable de consumo (Chaverra, 2000).

La medicion de pH se realiz6 de acuerdo al método de Tejeda Hernandez (1983).

Para la evaluacion de las propiedades organolépticas de los ensilados de SRH se
utilizé la metodologia propuesta por el Departamento de Nutricion Animal y
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Bromatologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM, en el Manual
de Préacticas de Produccion y Aprovechamiento de Forrajes (2017) con ligeras
modificaciones (Diagrama de Flujo 1); la humedad por su parte fue evaluada a nivel
de laboratorio. A cada parametro le fue otorgado un valor numérico y con base en

ello una calificacion final a cada ensilado.

Apertura del microsilo

Evaluacion de la presencia o ausencia
de manchas blancas en la superficie

Eliminacion de la capa mas superficial

(Scm)
]
Muestreo para Vaciado del ensilado en una charola y Muestreo para
determinaciones en = homogeneizacion del material determinacién de pH (10g)
laboratorio (Evaluacidn de la presencia de manchas
entre las capas del ensilada) ]
[ Mezclar con 90ml de agua
o i desionizada
Evaluacion del color , tamano de
particula y olor |
[ Reposa por 30 min.

Cilcule |
Filtrar liquido (malla 1 mm)

Lectura de pH

Figura 1. Diagrama de flujo para la toma de muestras, determinacion de pH'y
evaluacion de las propiedades organolépticas

4.3 Evaluacién de la composicion quimica de los ensilados
4.3.1 Determinacion de humedad por secado en estufa
Fundamento

Este método se basa en la pérdida de peso de la muestra por evaporaciéon del agua

libre durante el proceso (Nollet, 1996). Es indispensable conocer el porcentaje de
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humedad de la muestra para poder dar un valor real a la cantidad presente de los
nutrientes en la muestra (A.O.A.C, 2015).

A continuacion, se resume el procedimiento en forma de diagrama de flujo para

obtener el % de humedad.

Preparacion de la
muestra

Peso inicial
(20g mtra.)

Secado
(50°C/48h)

Enfriado
({T. ambiente/25 min)

Peso final

Calculo

Figura 2. Diagrama de flujo para la determinacion del porcentaje de humedad en
una muestra.

Célculo:

% Humedad = Pi-Pf x100
Pi

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

Paf. Peso en gramos de la muestra después del enfriado
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La porcién de la muestra que no corresponde a la humedad y donde se concentran
los nutrientes es conocida como Materia Seca (MS) y se obtiene de la siguiente

manera:

% Materia Seca = % 100 - % Humedad

Una vez determinada la humedad, la materia seca fue molida en un molino
THOMAS WILEY con criba de 1mm y almacenada en frascos de vidrio con tapa

hermética con la identificacion correspondiente.

4.3.2 Determinacién de cenizas en seco

Fundamento

Se basa en la oxidacion de la materia organica de un alimento en ausencia de flama
a una temperatura que va desde los 550-600°C. Se entiende como cenizas al
residuo inorganico que queda después de la calcinacion (Nollet, 1996).

Es importante sefialar que las proximas determinaciones se hacen utilizando la

materia seca molida obtenida luego de la determinacion de humedad.

El siguiente diagrama de flujo resume el procedimiento para la determinacién de

cenizas totales en seco.
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Colocar crisol a peso constante
(50-80°C/24h)

Pesado inicial
(1g de muestra)

Calcinado
(600 °C / 2h en la mufla)

Enfriado
(En desecador a T. ambiente/3h)

Calculo

Figura 3. Diagrama de flujo para la determinacion del porcentaje de cenizas totales
en seco de una muestra.

Célculo:

% Cenizas = Pf-Pi x 100
m

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
4.3.3 Determinacién de extracto etéreo por el método Soxhlet

Fundamento.
Esta basado en la extraccion de lipidos de un alimento al ponerse en contacto con
disolventes organicos y ser solubilizados, por lo tanto, se cuantifican las sustancias

extraibles en éter etilico por pérdida de peso de la muestra (Nielsen, 1998).

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

determinacion del extracto etéreo.
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Colocar cartuchos y
matraces a peso cle.

Peso inicial
(2g mira.)

Encender Soxhlet

Extraccion
(4h Vel. 4-6 gotas/seq)

Secado
(50°C/24h)

Enfriado
(T. ambiente/25 min)

l

Peso final

|
Calculo

Figura 4. Diagrama de flujo para la determinacion del porcentaje de extracto
etéreo de una muestra.

Célculo:

% E.E. =100 - |:F"f- FPi %100
Donde: m d

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
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4.3.4 Determinacion del nitrégeno total por método Kjeldahl para calcular el

porcentaje de proteina cruda (PC).

Fundamento.

Este método determina el nitrdgeno total en forma de amonio de los alimentos sin
diferenciar si es nitrogeno basado en proteina o nitrégeno no proteico.
Posteriormente el contenido de proteina verdadera del alimento se estima
multiplicando el contenido de nitrégeno por un factor general de conversion (FGC)
de nitrégeno a proteina, generalmente establecido en 6.25, que supone que el
contenido de nitrégeno de las proteinas es del 16 % (Saez-Plaza et al., 2019).

El método consta de las siguientes etapas (Pearson, 1993):

a. Digestion
Consiste en la oxidacion de la materia organica en un tratamiento con acido sulfarico
concentrado en ebullicion y en presencia de un catalizador, lo que conduce a la

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

b. Destilacion
A la muestra digerida se le adiciona una disolucion alcalina de hidroxido de sodio
que produce la liberacion de amonio en forma de gas. Posteriormente el amoniaco

se condensay es fijado con una disolucion de &cido bérico como borato de amonio.

c. Titulacion
La disolucién de borato de amonio se titula con una disolucion de &cido clorhidrico,
produciendo cloruro de amonio y acido bérico. Finalmente se determina el nitrégeno
total considerando el volumen gastado de acido clorhidrico y la estequiometria de

toda la reaccion.

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

determinacién de nitrdgeno total.
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Digestion
(1g mtra, 1g mezcla
catalizadora y 20mL
H2504)

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

Titulaciéon
(HCI 0.1N)

|
Calculo

Figura 5. Diagrama de flujo para la determinacion del porcentaje de nitrogeno total
de una muestra.

Célculo del contenido de nitrégeno en la muestra:

% Nitrogeno = (A-B)xNxmeq x 100
m

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

Calculo del %PC aplicando el factor general de conversion:

% PC = % Nitrogeno x FGC
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4.3.5 Determinacion de la fibra cruda y sus fracciones.

Fundamento
El método de Van Soest es una cuantificacion global de la pared celular utilizada
para medir por gravimetria todos los componentes de la pared celular (celulosa,

hemicelulosa, lignina, compuestos solubles y cenizas) (Van Soest et al., 1991).

4.3.5.1 Determinacion de la fibra detergente neutro (FDN)

Fundamento

Usando una solucion detergente neutro se obtiene, mediante la disolucién de las
proteinas, hidratos de carbono y lipidos de las células de las plantas, un residuo que
contiene intactas para su cuantificacion a la hemicelulosa, celulosa y lignina (Van et
al., 1991).

4.3.5.2 Determinacion de la Fibra Detergente Acido (FDA)

Fundamento

Usando una solucién detergente acido se obtiene, mediante la disolucion de la
hemicelulosa, un residuo fibroso compuesto por celulosa y lignina, ademas de una
porcién de cenizas y silicatos. La FDA se determina gravimétricamente como

residuo de la extraccion (Van et al., 1991).

4.3.5.3 Determinacién de lignina

A partir del residuo fibroso de FDA se solubiliza la lignina a través de oxidacion en
una disolucién de permanganato de potasio amortiguada con acido acético y sales
permaneciendo la celulosa y los minerales insolubles. El contenido de lignina se
determind por diferencia de peso entre la muestra de FDA y el residuo de esta

determinacién que representa el contenido de celulosa y minerales.
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Célculo:

% Lignina= P1-P2 x100
P3
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
4.3.5.3 Determinacion de celulosay hemicelulosa

Celulosa
Se incinerd la muestra procedente de la determinacion de lignina a 500°C por 24
hora, posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente en un secador por 25

min. El contenido de celulosa se calcula por diferencia de peso.

Célculo:

% Celulosa= P2-P4 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)

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, ademas de

cenizas y silicatos.
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Célculo:

% Hemicelulosa = % FDN - % FDA

Donde:
% FDN: porcentaje de la fibra detergente neutro
% FDA: porcentaje de la fibra detergente &cido

4.3.6 Determinacion del extracto libre de nitrogeno (ELN)

Fundamento

Constituido por carbohidratos digeribles y compuestos organicos solubles no
nitrogenados, se obtiene de restar a 100 los porcentajes calculados para cada
nutriente (A.O.A.C, 2015).

Calculo:
% ELN = 100% - (A+B+C+D+E)

Donde:

A: contenido de humedad (%)
B: contenido de cenizas (%)
C: contenido de EE (%)

D: contenido de PC (%)

E: contenido de FC (%)

4.3.7 Determinacién de compuestos secundarios

4.3.7.1 Determinacion cualitativa de saponinas

Previamente se elaboro el extracto etandlico de los ensilados de cada cepa de
hongo siguiendo el procedimiento descrito en el siguiente diagrama de flujo.
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Preparacién
200 mg muestra + 10 m|
EtOH 70%

Sonicar
(20 min / Temp. ambiente)

Centrifugar
(4 °C /10 min / 3000g)

Sobrenadante en frasco
ambar [ 4°C)

Recuperar pastilla + 10 ml
EtOH T0%

Figura 6. Diagrama de flujo para la elaboracion del extracto etandlico de una
muestra.

Fundamento

La deteccidon preliminar de estos compuestos es posible mediante prueba de
espumado y prueba de coloracion. La primera estd basada en la propiedad
fisicoquimica que presentan las soluciones acuosas de saponinas para disminuir la
tension superficial de los liquidos, provocando abundante espuma por agitacion
(Enzio et al., 2005). La segunda consiste en la reaccion del acido sulfurico con el
esqueleto esteroidal o triterpenoide de las sapogeninas mediante una modificacion
del método de Rosenthaler (Colina, 2016).

Los siguientes diagramas describen el procedimiento para la determinacion de la

presencia de saponinas:
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1 ml extracto + 1 ml b)

agua destilada 1 ml extracto + 1 mi

H2804 72%

' I
Vortex
(30 s) Vortex

[ | 1 |
(+) ) *) )

Espuma firme que dura al Sin formacién de espuma o Formacion de anillo de Sin formacion de anillo /
menos 3 min. que dura menos de 3 min. color violeta-rojo cereza anillo apenas visible

Figura 7. Diagrama de flujo para la determinacion de la presencia de saponinas en
ensilados por prueba de espumado (a) y prueba de coloracién (b).

Para el control positivo, en ambas pruebas se comparo, por duplicado, la reaccion
de todas las muestras con la reaccion de saponinas de Quillaja 100 % para
determinar la presencia o ausencia de saponinas en los ensilados.

4.3.7.2 Determinacion de compuestos fendlicos totales y taninos

Para su determinacion se realizé previamente una extraccion en acetona al 70 %,

el siguiente diagrama de flujo explica detalladamente ese proceso:
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Preparacién
200 mg muestra + 10 ml
acetona 70%

Sonicar
(20 min / Temp. ambiente)

Centrifugar
(4 °C /10 min / 3000g)

Recolectar Refrigerar
Sobrenadante en frasco
ambar (4°C)

Recuperar pastilla + 10 ml
acetona 70%

Figura 8. Diagrama de flujo para la elaboracion del extracto de una muestra en
acetona al 70 %.

Las determinaciones se evaluaron por duplicado para cada una de las muestras de

cada cepa de hongo.

4.3.7.2.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales

Fundamento

El reactivo de Folin-Ciocalteu es una mezcla de tungstanos y molibdatos. EI método
se basa en la reduccion de esta mezcla por los compuestos fenélicos generando
una coloracion azul en condiciones basicas, las cuales se logran por la adicion de
carbonato de calcio, posterior a la reaccion, la determinacion se realiza por

espectrofotometria (Garcia et al., 2007).

El siguiente diagrama describe el procedimiento para la determinacion de

compuestos fenolicos totales.
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Preparacion
0.15 ml extracto + 0.15 ml
Folin (vortex)

Incubacion (1)
(5 min en oscuridad)

Agregacion
1.2 ml NaHCO3 (5%)
(vortex)

Incubacion (2)
(45 min oscuridad)

Lectura
(760 nm espectrofotometro)

Figura 9. Diagrama de flujo para la determinacion de compuestos fendlicos totales
de una muestra por espectrofotometria.

Para su cuantificacion se realizd6 una curva estandar de acido tanico a
concentraciones de 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 [ug/mL]. La concentracion de fenoles

totales se expres6 como [mg equivalentes de acido tanico/g MS].

4.3.7.2.2 Determinacion de taninos

Fundamento

Utilizando un polimero con alta capacidad de enlace de hidrégeno a derivados
fenadlicos (Polivinilpirrolidona) se logra la precipitacion de los taninos, dejando libres
para su medicion al resto de los compuestos fendlicos (fenoles simples) en la

muestra.
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El siguiente diagrama de flujo describe el procedimiento para la determinacion de

taninos.

Preparacion
1 ml extracto + 1 ml PVPP
(vortex)

Incubacion
(4°C /15 min)

Centrifugacion
(3000 g/ 15 min / 4°C)

Recoleccion de
sobrenadante

Metodologia para fenoles
compuestos

Céalculo

Figura 10. Diagrama de flujo para la determinacion de taninos en una muestra.

Célculo:

Taninos = Fenoles totales - Fenoles Simples

4.3.8 Determinacion de micotoxinas por Cromatografia de Capa Fina (TLC).
Para la determinacién de micotoxinas primeramente se realizd, a partir de la
muestra de ensilado, la extraccion de material biolégico con solventes organicos

para después hacer la determinacion de micotoxinas mediante TLC.

1. Fundamento de la extraccién de micotoxinas con solventes.
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La separacion de un compuesto por extraccion se basa en la transferencia
selectiva de un compuesto desde una mezcla sélida o liquida hacia una fase
liquida (solvente orgénico) gracias a sus diferencias de solubilidad en el

solvente elegido (Nichols, 2017).

El siguiente diagrama describe el procedimiento para la extraccion de

material biolégico con solventes organicos.

Licuado
{250 mustra + 10ml KCI + 90ml CH3CN / 50s)

Separacion
(coloco sobrenadante en embudo de separacion)

Desengrasado
{+ 50ml C2H2n+2 (agitacion manual separacion/
decantacion/desecho C2H2n+2) x2

I Gel decolorante
Decoloracion (100mL agua desionizada + 10

(+gel decolorante/mezclado/ filtrado con papel) mL FeClI3 10% + gotas NaOH
1 60% hasta pH 4.2-4.8)

Purificacion
(+50 mL CHCI3/agitacion manual
Iseparacion/decantacion/desecho CHCI3) x2

Eliminacion del agua residual
(+5 g Na2304/agitacion manual/decantacion

Figura 11. Diagrama de flujo para la extraccion de material biolégico de una
muestra de ensilado utilizando solventes organicos.

2. Fundamento de la Cromatografia de Capa Fina (TLC)
Esta técnica se usa para separar mezclas de compuestos con base en

diferencias de polaridad. El extracto a separar se aplica sobre una placa de
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silice (fase estacionaria), luego se pone en una fase movil (solvente) que

sube por capilaridad (Hahn-Deinstrop, 2007).

El siguiente diagrama describe el procedimiento para la determinacion de

micotoxinas por TLC.

Resuspension
(extracto evaporado+500microl C2ZH3N 2%/CEHE 98% )

Montaje de placa
{en capa delgada de silica+30microlL extracto o estandar)

Elucién de la placa
(C2H3N 2%/CEBHE 98%)

Lectura
(20 min después de |a elucion / lAmpara UV)

Figura 12. Diagrama de flujo para la determinacion de la presencia de micotoxinas
en ensilado por la técnica de cromatografia de capa fina.

Los estandares utilizados para esta prueba fueron los correspondientes a Aflatoxina
B1, Zearalenona y Ocratoxina A, se realizé una extraccién y determinaciéon sencilla

por cada tratamiento para ambas cepas.

4.3.9 Estimacién de la digestibilidad in vitro por la técnica de produccién de

gas

Fundamento

Para esta determinacion se emple0 la técnica propuesta por Theodorou et al. (1994)
gue permite determinar la extension y cinética de la degradacion de un alimento
directamente como producto de su fermentacion e indirectamente desde el fluido

ruminal neutralizado en un lapso de tiempo (Posada et al,. 2005) (Figura 13).
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La digestibilidad in vitro de la materia seca es una determinante de la calidad de los
alimentos y puede utilizarse como un estimador de la digestibilidad in vivo (Lopez et
al,. 2018).

La presion de gas se transformaré a volumen por medio de la ecuacion de regresion
lineal propuesta por @rskov y McDonald (1979). Las variables de la cinética de
produccion de gas: volumen maximo de gas producido (Vmax), fase de retardo (L)
y tasa de produccion de gas (S), se obtendran mediante un modelo logistico (Pitt et
al., 1999).

Se emplearad un disefio experimental de bloques completamente al azar. Las
variables se analizardn con el procedimiento MIXED de SAS, la comparacion de
medias se realizara con la prueba de Tukey.

El célculo del porcentaje de la digestibilidad in vitro a partir de la técnica de

produccion de gas es el siguiente:

% DIVMS = Peso final de la bolsa - Peso de la bolsa vacia

Peso de la muestra x 100
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Preparacion del sustrato
{0.59 muestra BS en bolsa de I‘I}flﬂl‘l cerrada ¥ colocada dentro de frasco ambar con tap:ﬁn de gDI‘I‘IEI}

Preparacion de los reactivos
{Solucion micromineral + Rezarsurina + solucion buffer )

Toma de liquido ruminal
(De 3 animales donadores previamente acondicionados a la dieta / por sonda esofagica)
(Filtrado por 8 capas de gasa / medicidn de pH / conservado en frasco ambar a 42°C)

Preparacion del medio
(Agua destilada + sol. buffer + sol. micromineral colocadas a bajo flujo continuo de CO2 y en
constante mezclado hasta que la solucion vire de color rosa a transparente / Luego se agrega el
liguido ruminal filtrado en proporcién 3:1)

Llenado de frascos
(80 ml de indculo por frasco / se mantiene flujo constante de CO2 hasta que sea tapado y sellado)

Incubacion
(Bafio Maria a 39°C / agitacion a 80 rpm /colocado el primer frasco se registra la hora cero)

Registro de presion
(Lectura a tiempos fijos: 2,4, 6, 8 10, 14, 18, 24, 30, 36, 42, 48 y 72 hrs post-incubacion con
Vacuometro digital )

Detencion de la fermentacién
(Por shock térmico / frascos a refrigeracion a 4°C por 15 min. / luego de la dltima lectura de gas)

Recuperacion del sustrato
(Se sacan las bolsas de nylon y se enjuagan bajo chorro de agua corriente hasta que esta salga
fransparente [ se meten al homo por 24 hrs a 39°C / se colocan en desecador por 20 min / se pesan
y se registra / se almacenan las muestras con sustrato en refrigeracion)

Toma de muestras del medio
(pH - inmediatamente después de retirar la bolsa de nylon)
{AGVs y nitrdgeno amoniacal - Bml del medio + 2 ml acido metafosforico al 25% / en congelacion)

Figura 13. Diagrama de flujo para la determinacion de la digestibilidad in vitro de
una muestra por la técnica de producciéon de gas.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Evaluacion de las caracteristicas organolépticas (fisicas) de los ensilados
realizados con el sustrato agotado de los hongos Pleurotus ostreatus y

Lentinula edodes en sus diferentes formulaciones.

En el Cuadro 3 se presentan los resultados de la evaluacion de las caracteristicas
organolépticas de los ensilados, como se puede observar la principal diferencia
entre los ensilados fue el olor, donde los ensilados elaborados con SRH de
Pleurotus ostreatus (IAP) recibieron una calificacion superior a los elaborados con
SRH de Lentinula edodes (L5), lo que coincide con lo reportado por (Chen et al.,
2016) que menciona el aroma unico de los hongos de la familia Lentinula spp como
una de sus principales caracteristicas, es importante resaltar que el olor detectado
en este ensilado se asocia principalmente a la cepa de hongo y no a un mal proceso
de ensilaje. Lo anterior puede corroborarse con los valores de pH, el cual disminuye
de manera directamente proporcional al porcentaje de inclusion de maiz en cada
tratamiento asi, los ensilados T3 (70 % SRH, 30 % maiz) de ambas cepas presentan
valores de pH (<4) inferiores a los valores de pH (>5) de los ensilados C (100 %
SRH). Al respecto, Schneider et al. (2021) sefialan que valores de pH entre 3.6 y
4.2 son indicativos de un buen proceso de conservacion de los ensilados, lo que se
relaciona directamente con una fermentacion de la materia vegetal de tipo lactica y

con una mayor calidad de la materia final ensilada.

Por lo tanto, de acuerdo con la calificacion obtenida de sus propiedades
organolépticas y su nivel de pH, el ensilado T3 de SRH de Pleurotus ostreatus IAP
es el que exhibe mayores posibilidades de tener un mejor nivel de aceptaciéon y

consumo por parte de los animales.
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Cuadro 3. Evaluacion de caracteristicas organolépticas de los ensilados

CEPA TRAT. HUM. M.B. COLOR T.PART. OLOR M.N. COEF. CALIF. pH

SRH C 1.00 0.75 1.00 0.88 05 0.88 0.83 83.33 5.14+0.04
LS T1 0.75 0.88 0.94 0.88 0.5 1.00 0.82 82.29 4.15%0.02
T2 0.75 094 0.75 1.00 0.5 1.00 0.82 82.29 4.04+0.01

T3 0.75 088 094 1.00 0.5 1.00 0.84 84.38 3.91+0.01
SRH C 0.75 0.75 1.00 1.00 0.75 0.75 0.83 83.33 5.33+0.02
IAP T1 0.75 0.88 1.00 1.00 0.75 0.88 0.88 875 4.13+0.01
T2 0.75 0.81 1.00 1.00 0.88 100 091 90.63 4.06 +0.01

T3 0.75 0.75 1.00 1.00 1.00 1.00 0.92 91.67 3.98+0.01

TRAT: tratamiento. HUM: humedad. M.B: manchas blancas. T. PART: tamafio de particula. M.N:
manchas negras. COEF: coeficiente. CALIF: calificacion expresada en %. C: ensilado formulado con
100 % de inclusion de SRH y 0 % de maiz molido. T1: ensilado formulado con 90 % de inclusién de
SRH y 10 % de maiz molido. T2: ensilado formulado con 80 % de SRH y 20 % de maiz molido. T3:

ensilado formulado con 70 % de SRH y 30 % de maiz molido.

5.2 Evaluacion de las caracteristicas quimicas de los ensilados realizados con
el sustrato agotado de los hongos Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes en

sus diferentes formulaciones.

En el Cuadro 4 se presentan los resultados de la composicion nutrimental de los
ensilados, como puede observarse, la materia seca (MS) de todos los ensilados
oscila entre un 31.2 y 42.4 %, de acuerdo con Waldo (1977) el rango deseable de
MS va de un 30 a 40 %, valores en los cuales existe un efecto positivo en el consumo
de ensilado (Duthil, 1980). Ademas, con estos valores de humedad la fermentacion
lactica se ve favorecida y se evita el desarrollo de bacterias como Clostridium
(Jiménez et al., 2022). Si bien dos de los ensilados (L5T3, IAPT3) sobrepasan el
valor de 40 % de MS, ambos exhiben un pH por debajo de 4, lo que indicaria una

fermentaciéon predominantemente &cido lactica.
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Lorenzana et al. (2023) reportan un valor de proteina cruda (PC) para el rastrojo de
maiz de apenas 7.40 %, por otro lado, Valencia (2016), indican que el contenido de
PC en ensilados de maiz de planta entera se encuentra del 8-10 %, asi mismo la
Asociacion Espafiola para el Desarrollo de la Nutricion Animal (FEDNA, 2023)
reporta un valor maximo de PC de 8.78 % en ensilados de maiz de buena calidad.
Los ensilados elaborados en este estudio presentan un valor de PC entre los 8.26
y 12.0 %, valores superiores al de rastrojo de maiz y valores incluso superiores a
los reportados para el ensilado de maiz de planta entera. Ademas, de manera
general puede observarse una relacion directamente proporcional entre la cantidad
de PC y el porcentaje de inclusion de SRH en los ensilados; de tal manera que los
ensilados elaborados con 100 % de SRH muestran tener un mayor porcentaje de
PC que los ensilados elaborados con 70 % de SRH.

Tales porcentajes de PC y su comportamiento pueden explicarse ya que los
sustratos utilizados para el crecimiento de los hongos fueron invadidos por su
micelio, el cual aporta una cantidad de proteina extra (dependiendo la cepa de
hongo) al ensilado Lorenzana et al. (2023), ademas por su parte el maiz es
deficitario en proteina (FEDNA, 2023).

Con respecto a los valores de PC por cepa, puede observarse que los ensilados
elaborados con SRH IAP tienen una mayor cantidad de PC por tratamiento a
comparacion de los ensilados elaborados con SRH L5, estos valores difieren de los
reportados por Lorenzana et al. (2023) de 6.9 % y 10.7 %de PC para los SRH de
IAP y L5 respectivamente. Esto probablemente se deba a la diferencia en las
condiciones ambientales durante la etapa de invasién y fructificacion de los hongos
en ambos estudios, lo que da como resultado sustratos distintamente invadidos por

el micelio y por lo tanto desigualmente agotados.
Con respecto al extracto etéreo (EE) en los ensilados, puede observarse que el

porcentaje de lipidos aumenta conforme se eleva el porcentaje de inclusién de maiz

en las formulaciones. El maiz tiene un contenido apreciable de lipidos que puede

49



llegar a ser hasta de un 3.3 % (FEDNA, 2023), lo que explica por qué los ensilados
formulados con 70 % SRH y 30 % maiz molido obtuvieron un mayor porcentaje de
EE que el resto de los ensilados en el estudio (3.91 % EE L5, 3.24 % EE IAP). Las
proporciones de este componente son superiores a la base de 2.1 % indicada por
Santos et al. (2010) en ensilados de buena calidad elaborados con forrajeras

tropicales.

Por otra parte, puede verse que los valores de las cenizas (Cen) son menores
conforme disminuye el porcentaje de inclusiéon del SRH de ambas cepas, ademas
los ensilados elaborados con SRH IAP muestran valores mayores a los de los
ensilados elaborados con SRH L5. Al respecto, Lorenzana et al. (2023) reportaron
un aumento (p<0.05) en la cantidad de minerales en el sustrato agotado de tres
cepas distintas de hongos de podredumbre blanca en comparacién con sustrato no
invadido, entre ellas, Lentinula edodes L5. A partir de ese resultado podemos inferir
que el aumento de esta fraccion en los ensilados de SRH de IAP también es

consecuencia de la invasion del sustrato por el micelio del hongo.

Los valores del extracto libre de nitrégeno (ELN) en todos los ensilados muestran
ser mayores conforme aumenta la inclusién de maiz en su formulacion, asi los
ensilados elaborados del tratamiento 3 contienen la mayor cantidad de ELN (70.19
% SRH L5y 69.72 % SRH IAP). Por su parte el contenido de fibra cruda (FC) en los
ensilados muestra un comportamiento contrario, es decir, disminuye su valor en los
ensilados conforme aumenta la participacion del maiz en las formulaciones por lo
que los tratamientos 70 % SRH:30 % maiz molido presentan los menores valores
de FC. En este sentido, el maiz es el grano de cereal de mayor valor energético por
su alto contenido de almidones y lipidos ademas de contener un bajo nivel de fibra
(FEDNA, 2023).

Se puede observar que los valores de FC de los ensilados del tratamiento C son
menores (19.01 % L5y 13.99 % IAP) que los reportados por Lorenzana et al. (2023)
para los sustratos agotados de los mismos hongos sin ensilar (20 % para ambas

cepas), esta reduccién en la cantidad de FC puede deberse directamente al proceso
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de ensilaje y puede sugerir un mayor consumo de materia seca por animal al dia
(Sousa, 2017).

El valor de la fibra detergente neutro (FDN) representa la pared celular total (FDA
mas hemicelulosa) y esta directamente relacionada con la cantidad de forraje que
puede consumir un animal, cuanto mayor sea su valor, los animales consumiran
menor cantidad (Del Pozo, 1971). Por otro lado, la fibra detergente acido (FDA) hace
referencia a las porciones de la pared celular compuestas por celulosa y lignina, por
lo que esta relacionada con la capacidad del animal para digerir el forraje; cuanto
mayor sea el contenido de FDA, menor sera la digestibilidad de los alimentos y la
energia que contienen (Logan et al., 1971). De manera general puede observarse
una disminucién en el contenido de FDN y FDA de los ensilados conforme se
aumenta el contenido de maiz molido, estos valores alcanzan su nivel mas bajo en
las formulaciones del T3 para ambas cepas. Lorenzana et al. (2023) reportaron
valores de 45.4 % FDN y 38.1 % FDA para SRH L5y 62.1 % FDN y 41.9 % FDA
para SRH IAP, todos ellos por encima de los encontrados en este estudio para los
ensilados 70 % SRH:30 % maiz molido de este experimento (L5: 43.1 % FDN, 17.1
% FDA / IAP: 32.1 % FDN, 21.2 % FDA).

La disminucién de la FDA para ambas cepas esta dada por la reduccion de los
valores de celulosa y lignina conforme disminuye la inclusibn de SRH en las
formulaciones y por la poca cantidad de lignina que aporta el maiz a los ensilados,
0.1 % (Lopez-Herrera, 2019) en comparacion con la cantidad de lignina de los
sustratos agotados, 15.3 % L5y 12.1 % IAP (Lorenzana et al., 2023).

Por lo tanto, los ensilados elaborados con 70 % SRH:30 % maiz molido mostrarian
un mayor consumo por el animal y mayor digestibilidad en comparacion con los SRH
sin ensilar y con el resto de los ensilados elaborados en este estudio. Ademas, los
valores de FDN y FDA de estos ensilados muestran valores similares a los
reportados por Lopez-Herrera et al. (2021) que evaluo la calidad de la fibra en

ensilados de leguminosas con diferentes fuentes de carbohidratos.
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Cuadro 4. Composicion nutricional de los ensilados.

CEPA TRAT  MS PC EE CEN FC ELN  FDN FDA CEL HEMI LIG

SRH C 31.23 11.58 3.22 19.21 19.01 46.98 50.42 41.45 21.44 8.97 133
Lentinula
edodes T1 3693 1140 3.63 16.45 1824 50.28 53.11 39.60 16.07 13.51 9.34

L5 T2 3840 9.84 3.86 13.41 1057 6232 53.67 2294 12.72 30.73 7.12

T3 4243 826 391 946 8.18 70.19 43.06 17.14 7.59 2591 6.99

SRH C 31.70 12.00 1.86 22.11 13.99 50.04 44.55 37.33 1893 7.22 13.50
Pleurotus
ostreatus T1 32.09 11.15 196 16.63 11.32 5894 43.11 32.14 16.99 10.97 11.57

IAP T2 36.12 10.18 2.21 13.06 10.74 63.81 47.68 27.67 15.83 20.00 11.46

T3 4237 9.06 2.24 1061 837 69.72 32.14 21.36 11.58 10.77 7.85

*EEM 0.861 0.253 0.285 0.723 0.754 1.491 1.546 1.613 0.768 1.725 0.529

C: ensilado formulado con 100 % de inclusién de SRH y 0 % de maiz molido. T1: ensilado formulado con 90
% de inclusién de SRH y 10 % de maiz molido. T2: ensilado formulado con 80 % de SRH y 20 % de maiz
molido. T3: ensilado formulado con 70 % de SRH y 30 % de maiz molido. MS: % materia seca. PC: %
proteina cruda. EE:% extracto etéreo. CEN: % cenizas. FC:% fibra cruda. ELN: %extracto libre de nitrégeno.
FDN: % fibra detergente neutro. FDA: % fibra detergente acido. CEL: % celulosa. HEMI: % hemicelulosa.
LIG: % lignina.

5.3 Caracterizacion de los metabolitos secundarios de los ensilados

A continuacion, se presentan los resultados de la caracterizacion de los metabolitos

secundarios presentes en los ensilados realizados en el estudio.

5.3.1 Fenoles y taninos totales

Como se puede observar en el Cuadro 5 que presenta los valores de fenoles y
taninos totales, los ensilados de L5 presentan un contenido 1.33 veces mayor

(p<0.05) de compuestos fendlicos totales en comparacion con los ensilados de 1AP.
Se ha reportado que los SRH contienen una alta cantidad de compuestos bioactivos
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(Elsakhawy et al., 2020) dada por la cantidad de micelio que permanece en estos
después de la cosecha. El contenido de estos compuestos varia de acuerdo con la
cepa de hongo; (Reis et al.,, 2012) indican que P. ostreatus presenta un menor
contenido de compuestos fendlicos en comparacion con L. edodes lo que coincide

con lo observado en el presente estudio.

Ademas, observamos que conforme disminuye la concentracion de SRH en el
ensilado la concentracion de fenoles totales disminuye, que era de esperarse en

consecuencia de la incorporacion de maiz en la formulacién.

Finalmente, la cantidad de taninos encontrados en todos los ensilados de hongo
son similares y no muestran diferencia significativa entre ellos. Lo anterior puede
explicarse ya que si bien se ha reportado que Lentinula edodes contiene mayor
cantidad de compuestos fendlicos totales en el micelio que Pleurotus ostreatus (Reis
et al., 2012), estudios recientes han demostrado la capacidad que tienen los hongos
de podredumbre blanca para degradar taninos condensados (Lucas et al., 2000)

disminuyendo asi su cantidad total en los ensilados del estudio.

Cuadro 5. Fenoles y taninos totales de los ensilados elaborados con SRH.

% INCL 100% 90% 80% 70% CEPA
CEPA | L5 IAP | L5 IAP | L5 IAP L5 IAP L5 IAP

Fenoles| 9.00 6.53 | 863 6.44 | 817 632 | 821 6.16 | 850° 6.36°
Taninos| 1.26 079 | 1.31 117 | 1.00 1.04 | 052 081 | 1.02  0.95

% INC SRH
100% 90% 80% 70% *EEM| P |Hongo|Inclusion|Hongo: inclusion
Fenoles | 7.70° 7.53% 7.24> 7.19®* 0.15 0.001 | 0.007 0.38
Taninos| 1.03 1.24 1.02 0.67 0.07 0.74 0.29 0.64

Los valores son la media (n= 64), EEM: error estdandar de la media. Letras diferentes en
columnas indican diferencia significativa. IAP: Pleurotus ostreatus. L5: Lentinula
edodes
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5.3.2 Saponinas

Como puede observarse en la Figura 14, los resultados de las pruebas cualitativas
para la determinacién de saponinas (colorimetria y espumado) son negativos para

todos los ensilados de Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes.

Aunque varios estudios como Dandapat et al. (2015) han reportado la presencia de
saponinas en cuerpos fructiferos de hongos, aun no hay evidencia que indique la
presencia de estos compuestos en el micelio de los mismos (Ratnaningtyas et

al., 2022) por lo que su presencia y determinacién son un campo de estudio activo.

Figura 14. Resultados de las pruebas de colorimetria y espumado para la
deteccidn de saponinas en ensilados de SRH.

C(+)(C): control positivo por prueba de colorimetria. C(+)(S): control positivo por prueba de espumado.

C IAP/L5: ensilado elaborado con 100% de SRH IAP/L5. T1 IAP/LS: ensilado elaborado con 90% SRH IAP/L5 y 10%
de maiz molido. T2 IAP/L5: ensilado elaborado con 80% SRH IAP/L5 y 20% de maiz molido. T3 IAP/L5: ensilado
elaborado con 70% SRH IAP/L5 y 30% de maiz molido. (-): resultado negativo.

5.4 Evaluacion del efecto de los diferentes ensilados sobre el porcentaje de
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), cinética de la fermentacion ,
produccion de nitrogeno amoniacal y pH.
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Como puede observarse en el Cuadro 6 que muestra la digestibilidad de la materia
seca, la cantidad de nitrogeno amoniacal y el pH ruminal luego de las pruebas in
vitro, existe una diferencia en la digestibilidad (p<0.05) como resultado de la
disminucion del porcentaje de inclusion de SRH en los ensilados elaborados para
este estudio de tal forma que el ensilado T3 de ambas cepas 33 % mas digestible
que el elaborado con 100 % de SRH. El porcentaje de DIVMS que presentaron los
ensilados con mayor digestibilidad (74.1 %) se encuentra por arriba del valor de
digestibilidad reportado por Pozo et al. (2021) para el ensilado de maiz (73.8 %
DIVMS), el cual es considerado como el de mejor calidad cuando el proceso de

ensilaje se realiza de manera Optima.

Guerrero-Rodriguez et al. (2023) mencionan un valor minimo de 47.3 % DIVMS
para el rastrojo de maiz, mientras que Garcia et al. (2017) reportaron un porcentaje
de 67.51 % DIVMS para el maiz molido; estos valores pueden explicar que, al
aumentar la inclusién de este ultimo ingrediente en la formulacién de los ensilados,

el porcentaje de digestibilidad in vitro también aumentara.

La disminucién en el potencial de hidrégeno (p<0.05) en los ensilados se asocia con
la creciente cantidad de maiz molido en las formulaciones. El maiz molido es
considerado un carbohidrato de facil digestibilidad, por lo que dentro del rumen es
rapidamente degradado por las bacterias generando acido lactico, favoreciendo la
disminucién del pH (Jaramillo et al. 2017). Los valores de pH del liqguido ruminal
correspondiente a los ensilados elaborados con 80 y 70 % de SRH estan dentro del
rango de 6-6.9 de propuesto por Van Soest (1994) dentro del que se encuentra una

Optima actividad y crecimiento de microorganismos en el rumen.

Por otra parte, los ensilados realizados a partir del SRH L5 presentaron una
digestibilidad 2.5 % mayor (p<0.05) que los elaborados con SRH de Pleurotus
ostreatus IAP. Este resultado concuerda con lo reportado por Lorenzana et al.
(2023) quienes evaluaron la DIVMS de distintos SRH de podredumbre blanca y
donde el SRH L5 mostré ser 4.1 % mas digestible que el SRH IAP.
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De manera general, se ha comprobado el aumento en la digestibilidad de diversos
forrajes después de ser sometidos al proceso de ensilaje concluyendo que un
correcto proceso fermentativo puede elevar la calidad de los piensos conservando
sus caracteristicas y la disponibilidad de los nutrientes en ellos (de Oliveira et al.,
2016).

También puede observarse que la disponibilidad de nitrdgeno amoniacal aumenta
(p<0.05) de manera directamente proporcional a la inclusion de SRH en la
formulacién de los ensilados, de tal manera que los tratamientos C (100 % de SRH)
contienen una mayor cantidad de nitrdogeno amoniacal que los tratamientos T3 (70
% de SRH) de ambas cepas. Este comportamiento se asocia con la mayor cantidad
de proteina reportada en el andlisis quimico proximal de este estudio para los
ensilados elaborados con 100 % de SHR en comparacion con los elaborados con
70 % de SRH.

El nitrdgeno amoniacal liberado en el rumen a partir de la proteina de la dieta es
captado por grupos bacterianos que sintetizan a partir de él proteina para su propio
crecimiento, eventualmente la mayor parte de estas bacterias llega a intestino
delgado donde sus compuestos nitrogenados (proteina bacteriana) son absorbidos
en beneficio del animal (Moraes et al., 2019). Los valores de nitrdgeno amoniacal
obtenidos de los ensilados de este estudio estan por arriba del valor reportado por
Mehrez et al. (1977) de 23 mg/dL como valor minimo para obtener una actividad
fermentativa ruminal maxima a partir del sustrato y maximizar la sintesis de proteina

microbiana.

Puede observarse que los ensilados formulados con 100 % de inclusion de SRH
produjeron un volumen maximo (Vmax) menor (116.7 mL) (p<0.05) que los
elaborados con 70 % SRH (283.5 mL). Puede observarse también que los ensilados
de SRH L5 produjeron un 19.63 % mas de gas (p<0.05) que los elaborados con
SRH IAP. Ademas, la cepa L5 mostrd un efecto significativo (p<0.05) a un 70 % de
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inclusion de SRH cuyo Vmax de gas es superior al resto de los ensilados elaborados
en este estudio (304.88 mL).

El aumento en el Vmax de gas obtenido del ensilado SRH L5 (70 % SRH) puede
deberse primero, a que al aumentar la disponibilidad de carbohidratos no
estructurales (maiz molido), se aumenta la densidad energética, lo que promueve
un rapido crecimiento bacteriano incrementando la produccion de acidos grasos
volatiles y el volumen final de gas. (Noguera et al., 2006) Por otro lado, el maiz
molido tiene una superficie de contacto mucho mayor que el SRH por lo que los
microorganismos ruminales tendrian una mayor posibilidad de atacar las moléculas
de almidén del maiz fermentando mas rdpidamente este tipo de carbohidratos y en

consecuencia produciendo mayores volumenes de gas (Velasquez et al., 2013).

Por otro lado, Lorenzana et al. (2023) reportaron una DIVMS mayor del SRH para
la cepa L5 en comparacion con el SRH de IAP (58.9 y 56.6 % respectivamente), de
tal forma que podemos asumir que, a mayor digestibilidad del sustrato, la produccion
de gas a partir de su fermentacion también puede verse aumentada. Al respecto
Velasquez et al. (2013) mencionan que el volumen de gas producido y la
degradacion de la MS presentan una correlacion positiva que implica que, al
aumentar la degradacién de la MS, aumenta la produccion de gas.

Con respecto a la colonizacion del sustrato (L, h) y la velocidad con la que se llega
al punto maximo de produccién de gas (Su), puede observarse que a medida que
el porcentaje de inclusion de maiz molido aumenta en los ensilados, el inicio de la
fermentacién es mas rapido y la rapidez con la que se alcanza el punto mas alto de
produccion de gas es mayor (p<0.05). Resultados similares son reportados por
Velasquez et al. (2013) en un estudio comparativo para determinar el efecto del
procesamiento del grano de maiz sobre la cinética de degradacion y fermentacion
de la materia seca in vitro donde concluyen que el tiempo de colonizacion tiene una

relacion directa con el tamafio de la particula y su tipo de procesamiento, resultando
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este tiempo menor en los tratamientos donde el grano ha sido molido fino y/o
ensilado.

También puede observarse de manera general, que los ensilados de SRH L5
presentan una fase de colonizacion mas corta y una velocidad de produccion de gas
mas alta en comparacion con los ensilados de SRH IAP (p<0.05), lo que también

puede asociarse con la mayor DIVMS de esta cepa.

Cuadro 6. Digestibilidad in vitro, produccién de gas, nitrégeno amoniacal y pH de
los ensilados elaborados con SRH.

% INCL 100% 90% 80% 70% CEPA
CEPA | L5 IAP L5 IAP L5 IAP L5 IAP L5 IAP

D'(\O/A)'\;'S 50.13% 52.16" | 63.68% 65.55% | 68.91% 69.02% | 75342 7279% | 66.73° 65.10°

Vmax | 131.82¢ 101.607 | 198.62¢ 146.17¢ | 245.56° 221.85° | 304.882 262.03" | 220.222 184.08°

S(p) 0.025¢  0.025¢ | 0.034° 0.030° | 0.043% 0.041° | 0.046% 0.042% | 0.0422 0.034°

L 788 945 | 115  172¢ | 161 262 | 2.01% 2092¢ | 316%  3.56°
&35'5 33.612 33612 | 32.33% 32.33% | 30.67° 30.67° | 31.97% 31.97% | 32158 32.15

pH 7.02° 7.052 6.95¢ 6.96¢ 6.914 6.89¢ 6.86 6.84f 6.932 6.932

% INC SRH
*EEM P Hongo | Inclusion | Hongo: inclusion
100% 90% 80% 70%
DIVMS § . b a
(%) 55.65 64.57 69.41 74.06 1.56 0.015 0.001 0.001
Vmax |116.719 172.39° 233.71° 283.462 5,58 0.001 0.001 0.002
S(u) 0.025¢ 0.032° 0.0422 0.0442 0.003 0.001 0.001 0.27
L 8.432 1.42¢ 2.11° 2.46° 0.31 0.001 0.001 0.001
N-NHs ab bc c
33.612 32.33 31.97 30.67 0.36 1.00 0.001 1.00
(mg/dL)
pH 7.042 6.95° 6.90°¢ 6.859 0.006 0.8 0.001 0.001

Los valores son la media (n= 194), EEM: error estandar de la media. Letras diferentes en columnas
indican diferencia significativa. IAP: Pleurotus ostreatus. L5: Lentinula edodes.

58



5.5 Evaluacién de la presencia de micotoxinas en ensilados de SRH de

Lentinula edodes L5y Pleurotus ostreatus IAP.

Cémo puede observarse en la Figura 15 que presenta los resultados para la
presencia de micotoxinas, no existe coincidencia entre los carriles estandar
(Aflatoxina B1, Zearalenona y Ocratoxina A) y los carriles correspondientes a los de
los ensilados de SRH IAP y L5. Ademas, tampoco se encuentra coincidencia entre
los estandares y el rastrojo de maiz utilizado originalmente como sustrato para la

inoculacién de ambas cepas ni sus correspondientes sustratos agotados.

Los resultados de esta prueba muestran que en ninguno de los insumos utilizados
para la elaboracion de los ensilados de este estudio existia contaminacion previa
por micotoxinas y que el proceso de ensilaje tampoco favorecié su aparicién, sin
embargo, estos resultados no descartan la presencia de hongos filamentosos
productores de micotoxinas en los insumos o el producto final tal como lo menciona
Solis (2016).

Figura 15. Resultados de la deteccion de micotoxinas en .SRH y ensilados de
SRH por prueba de cromatografia de capa fina.

8 A B C 9 10 11 12 13 14 15 16 17 A

A: estandar de Aflatoxina B1. B: estdndar de Zearalenona C: estandar de Ocratoxina A. 1: rastrojo
de maiz sin inocular. 2: SRH L5. 3: SRH IAP. 4: Ensilado C IAP. 5: Ensilado T1 IAP. 6: Ensilado T2
IAP. 7: Ensilado T3 IAP. 10: Ensilado C L5. 11: Ensilado T1 L5. 12: Ensilado T2 L5. 13: Ensilado T3
L5.
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6. CONCLUSION

e Para el ensilaje de los sustratos residuales de la produccion de hongos de
podredumbre blanca Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP es
necesaria la inclusion de una fuente de carbohidratos de facil fermentacion
para obtener ensilados de calidad.

e La formulacién 70:30 (SRH:maiz molido) produce un ensilado que
potencialmente puede ser consumido por los animales, ademas, los
ensilados de SRH IAP (70:30) mostraron mejores propiedades
organolépticas en comparacion con los ensilados de SRH L5 ya que de
manera general los ensilados elaborados con SRH L5 mostraron un olor
caracteristico del hongo que podria ocasionar rechazo por parte de los
animales.

e Los ensilados elaborados con SRH de Lentinula edodes L5 mostraron tener
una mejor calidad nutricional en comparacion con los elaborados con SRH
de Pleurotus ostreatus IAP.

e Los ensilados elaborados con SRH de Lentinula edodes L5 mostraron tener
una concentracibn mas alta de compuestos fendlicos totales que los
ensilados elaborados con Pleurotus ostreatus IAP, lo que indicaria que son
una mejor fuente de antioxidantes que los ensilados de IAP.

Por otro lado, en ninguno de los ensilados elaborados en este estudio se
demostro la presencia de saponinas.

e Los valores de digestibilidad in vitro de todos los ensilados de este estudio
fueron superiores a los porcentajes de digestibilidad in vitro reportados para
los sustratos residuales de la produccion de hongo de ambas cepas
(Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP), este aumento puede
relacionarse con la inclusion de maiz molido en las formulaciones, asi como,
con el proceso de fermentacion de los sustratos a través del ensilaje. El
mayor valor de digestibilidad in vitro y por consiguiente volumen maximo de
gas fue presentado por el ensilado con 70 % de SRH Lentinula edodes IAP

y 30 % maiz molido.
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e No se encontrdé presencia de micotoxinas (Aflatoxina B1, Ocratoxina A y
Zearalenona) en ninguno de los ensilados evaluados en este estudio, por lo
gue el uso de estos sustratos ensilados en la alimentacion animal es factible,
sin embargo, su elaboracién supone el mismo cuidado que para cualquier

otro forraje para evitar su posible contaminacion.

La transformacién de los desechos de la produccion de hongos de podredumbre
blanca de Lentinula edodes L5 y Pleurotus ostreatus IAP a través del ensilaje
permite mejorar las caracteristicas finales del material vegetal, su calidad nutricional
y su digestibilidad, por lo que, su uso en la alimentacion animal podria ser factible.
Ademas, el empleo de estos sustratos en la alimentacién animal permitiria alargar
su ciclo de vida contribuyendo a mitigar sus efectos en el medio ambiente y

favoreciendo la soberania alimentaria de modo sostenible.
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