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1 INTRODUCCION

Los microorganismos han sido utilizados en la produccién de alimentos para
humanos y animales, siendo en estos Ultimos usados como aditivos o
suplementos. Los microorganismos mas utilizados para la alimentacién animal
son la levadura Saccharomyces cerevisiae y el hongo Aspergillus oryzae
(Chiquette, 1995); ademas, estos forman parte del grupo de microorganismos
considerados como probidticos y fuente de proteina (Caja, Gonzalez, Flores,
Carro, & Albanell, 2003; Cortés-Sanchez, Guadarrama, & Diaz-Ramirez, 2014).

El cultivo de los microorganismos en condiciones fermentativas, utilizando como
sustrato forrajes de buena o mala calidad, suele ser fuente de alimento animal
(Cortés-Sanchez et al., 2014), ya que la fermentacion mejora la digestibilidad y
concentra proteinas en el sustrato (Day & Morawicki, 2018); lo resultante de este

proceso dependera del sustrato y microorganismo utilizado.

Por otra parte, el nopal es una planta que pertenece a la familia Cactaceae, puede
crecer en zonas aridas y semiaridas (Andrade-Montemayor, Cordova-Torres,
Garcia-Gasca, & Kawas, 2011; EI-Mostafa et al., 2014); dentro de las mas de 300
especies, de 10 a 12 se han aprovechado por el hombre para su alimentacion,
forraje para rumiantes e industrializacién (obtencion de alcohol, colorantes, jabén,
pectinas y aceites) (Torres-Ponce, Morales-Corral, Ballitas-Casarrubias, &

Nevarez-Moorillon, 2015).

Las principales especies de nopal usadas como forraje incluyen Opuntia ficus-
indica Mill., y Nopalea cochellinifera Salm-Dyck (Dubeux, Salem, & Nefzaoui,
2018; Flores-Hernandez, Acosta-Rodriguez, Murillo-Amador, Trejo-Calzada, &
Arreola-Avila, 2006); en México, de acuerdo con algunos autores (Anaya-Pérez,
2002; Anaya-Pérez & Bautista-Zane, 2008; Lépez-Garcia, Fuentes-Rodriguez, &
Rodriguez-Gamez, 2002), se tiene registro de su uso durante las sequias en
zonas semiaridas y con pastizales disminuidos, ya sea en pastoreo, chamuscado

in situ, o la recoleccion de cladodios para ganado estabulado.



Por las caracteristicas nutricionales del nopal, alto contenido de carbohidratos
solubles, bajos contenidos de fibra y proteina cruda (PC) (Torres-Ponce et al.,
2015), se han buscado alternativas para su uso en la alimentacion animal; por
ejemplo, procesos de fermentacibn que permitan su comparacién con otros
forrajes de alto valor proteico con resultados similares en ganancia de peso
(Nunes-Medeiros et al., 2004), o la fertilizacion basada en la aplicacion de
compuestos nitrogenados que puedan aumentar el contenido de PC (Gonzalez,
1989).

Villas Boas y Esposito (2000, citado por Aradjo, Nunes-Medeiros, Perazzo-Neto,
Conrado-Oliveira, & Honorato da Silva, 2005) especularon que, si se utiliza al
nopal como sustrato para el cultivo de hongos, y se le adicionan sales de fosfato,
potasio y calcio, se puede aumentar el contenido de proteina microbiana,
incrementando el valor nutricional del nopal, ademas de contener algunas
vitaminas del complejo B. Algunos autores han reportado incrementos de 12
hasta 26% de PC al fermentar el nopal con hongos (Oliveira, 2001) o levaduras
(Araujo et al., 2005; Araujo, Silva, Brito, Oliveira, & Santos, 2008).

En este contexto, en la Universidad Autonoma Chapingo se ha buscado
desarrollar un paguete tecnoldgico dirigido a pequefios productores, basado en
una técnica desarrollada en Brasil, en la cual se fermenta aer6bicamente nopal
adicionando microorganismos para aumentar el contenido proteico del nopal. Por
lo anterior, el objetivo del presente estudio fue caracterizar el enriquecimiento
proteico del producto de la fermentacion aerdbica del nopal, para usarse en la

alimentacién animal.

En el Capitulo 2 se encuentra la revision de literatura sobre temas que definen a
la fermentacion y sus usos, las caracteristicas de las bacterias lacticas, la
levadura Saccharomyces cerevisiae y el hongo Aspergillus oryzae utilizados en

esta Tesis y las caracteristicas del nopal.

En el Capitulo 3 se presenta el articulo cientifico derivado del trabajo de Tesis,

que muestra los resultados obtenidos en esta investigacion.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Fermentacién

Desde tiempos antiguos, los seres humanos han utilizado la fermentacion, ya
sean en estado solido o liquido, independientemente del estado de la
fermentacion puede ser aerdbica o anaerdbica. Estas han sido utilizadas para la
produccion de alimentos para humanos y animales, combustibles, enzimas, asi
como otros usos industriales (Biesebeke et al., 2002; Robinson, Singh, & Nigam,
2002).

De acuerdo con la definicién del Diccionario de la Lengua Espariola (RAE, 2017)
y la Enciclopedia Britanica (Encyclopeedya Britannica, 2017), la fermentacion es
el proceso quimico mediante el cual las moléculas de la glucosa se degradan por
accion enzimatica. Por otra parte, Day y Morawicki (2018) mencionan que la
fermentacidon es un método de procesamiento que mejora la digestibilidad y al
mismo tiempo concentra proteinas en un sustrato; estos autores sugieren que el
incremento de la proteina puede ser por la acumulacion de biomasa microbiana
o por la concentracion de proteina que ya se encuentra en el sustrato a medida
gque se consumen los carbohidratos. En los productos derivados de la
fermentacién se encuentran, ademas, altas concentraciones de &cido lactico y
otros &cidos organicos, que son los productos finales del proceso catabdlico
desarrollado por microorganismos como los Lactobacillus (van Wisen et al.,
2001).

El mecanismo de la fermentacion depende del sustrato y el microorganismo
utilizado (Day & Morawicki, 2018), por lo cual, Sandhya, Sumantha, Szakacs y
Pandey (2005) recomiendan que la composicién del medio de fermentaciéon debe
mantener un equilibrio entre los componentes del mismo, minimizando asi la
cantidad sustrato no utilizado en la fermentacion. Los factores criticos para el
crecimiento microbiano y la actividad de un sustrato son el tamafio de particula 'y

el nivel de humedad, particularmente la actividad del agua (Pandey, Soccol, &



Mitchell, 2000; Rodriguez-Couto & Sanroman, 2006; Singhania, Patel, Soccol, &
Pandey, 2009).

2.1.1 Fermentacién sélida

La fermentacién soélida se define como cualquier proceso de fermentacion que
ocurre en ausencia o cercano a la ausencia de agua libre (Pandey et al., 2000);
sin embargo, el sustrato debe contener suficiente humedad para apoyar el
crecimiento y el metabolismo del microorganismo (Pandey, 2003), esta es una

buena opcion para utilizar desechos sélidos ricos en nutrientes como substrato.

En este tipo de fermentacion, de acuerdo con Torres-Ponce et al. (2015), el
principio se basa en el metabolismo de la glucosa por accién de las levaduras;
por consiguiente, es necesario que la glucosa sea liberada y, una de las
estrategias mas utilizadas para tal efecto es la hidrélisis acida. La levadura
procesa los azucares reductores que son directamente metabolizados para

producir etanol, furfural, y compuestos fendlicos, entre otros.

La fermentacion soélida tiene gran importancia en la alimentacion animal, ya que
por sus caracteristicas se pueden utilizar eficientemente residuos
agroindustriales y subproductos, los usos mas comunes de este tipo de

fermentacién son los ensilajes.

2.1.2 Fermentacién liquida

La fermentacién liquida se ha definido como aquella que ocurre en presencia de
exceso de agua (Singhania, Sukumaran, Patel, Larroche, & Pandey, 2010). Se
ha utilizado principalmente en la produccion de enzimas a gran escala, debido a
que se tiene un mejor control de procesos, facilidad de manejo y recuperacion
facil de enzimas extracelulares, micelios o esporas (Sandhya et al., 2005;
Singhania et al., 2010).

Los hongos desempefian un papel clave en la fermentacion sélida, ya que el
desarrollo de hifas les permite colonizar y penetrar eficazmente el sustrato sélido

(Pandey et al., 2000). Sin embargo, el agua es frecuentemente un factor limitante

4



para el crecimiento de hongos y la eliminacion de calor es uno de los principales
problemas de la fermentacion sélida a gran escala (Biesebeke et al., 2002). Esto
no ocurre en la fermentacion liquida, ya que permite mas control en parametros

como pH, calentamiento, condiciones nutricionales, etc. (Robinson et al., 2002).

La principal ventaja de los procesos de fermentacion liquida es que cuentan con
una base tecnoldgica bien establecida para escalar los procesos de fermentacion
a nivel industrial (Hansen, Lubeck, Frisvad, Liubeck, & Andersen, 2015). Una
medida precautoria para el buen funcionamiento de esta fermentacién es
garantizar la esterilidad previa y durante el proceso (Pandey et al., 2000). Los
biorreactores utilizados mas comunmente para la fermentacion liquida son
tanques agitados, que se pueden usar continuamente para reducir la intensidad
de trabajo y donde la transferencia de oxigeno es controlable (Hansen et al.,
2015).

La importancia este tipo de fermentacién radica en que esquilmos, bagazos,
residuos agroindustriales y forrajes con contenido nutricional pobre pueden ser
aprovechados y transformados en alimentos o complementos para la nutricion

animal.

2.2 Uso de microorganismos en la alimentacién animal

Diferentes bacterias del género Lactobacillus, Bifidobacterias, Streptococcus,
Clostridium, Enterococcus, asi como levaduras y hongos, entre los cuales figuran
Saccharomyces boulardii, Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus oryzae y Aspergillus niger son considerados como
probiéticos y fuente de proteina unicelular para rumiantes y aves (Caja et al.,
2003; Cortés-Sanchez et al., 2014).

Garcia et al. (2008) reportaron que en la produccién animal intensiva se utilizan
actualmente los probidticos como promotores del crecimiento. Los probidticos
son cultivos simples o mezclas de microorganismos vivos que, aplicados a los
animales o al hombre, benefician al hospedador mejorando las propiedades de
la microflora intestinal original (Zielinska & Kolozyn-Krajewska, 2018). Rodriguez,
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Elias, Boucourt, y Nufiez (2001) indican que la accion microbiana provoca una
reduccion de la materia seca, producto de la utilizacién de los carbohidratos en
sus procesos metabdlicos que generan agua, CO2 y compuestos volatiles como
los acidos grasos volatiles (AGV).

De acuerdo con algunos autores (Pandey, 2003; Vandenberghe, Soccol, Pandey,
& Lebeault, 2000) los microorganismos que constituyen los probiéticos son
principalmente bacterias capaces de producir acido lactico, pero también se
incluyen bacterias no lacticas, como levaduras y hongos. La mayoria de las cepas
microbianas utilizadas como probidéticos provienen del contenido gastrointestinal
de diferentes especies animales y de sus heces (Martins et al., 2006; Mikkelsen,
Bendixen, Jakobsen, & Jensen, 2003; Oyetayo, 2004).

De acuerdo con Chiquette (1995), los dos microorganismos de alimentacién
directa mas utilizados en la nutriciébn animal son cepas especificas de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae) y hongos (Aspergillus oryzae). Este autor menciona
que su adicion en las dietas para rumiantes incrementa el consumo de alimento,
mejora el numero de bacterias celuloliticas y bacterias viables totales, aumenta
la concentracién ruminal de AGV; asi mismo disminuye la concentracion de acido
lactico e incrementa la digestion ruminal y total del alimento, lo que causa un

incremento de la produccion de leche.

Por lo tanto, la produccién de biomasa o proteina unicelular a partir de diversos
microorganismos como algas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos,
cultivados en condiciones fermentativas adecuadas y con sustratos baratos,
compuestos o enriquecidos con carbono, nitrégeno y fosforo, parecen ser una
alternativa inmediata de fuentes alimentarias para la nutricion animal (Cortés-
Sanchez et al., 2014).

2.2.1 Aspergillus oryzae

Los hongos filamentosos de interés industrial incluyen varias especies de
Aspergillus spp., ya que son capaces de la adaptacion al sustrato y producen
varios metabolitos con altas actividades biologicas (Novelli, Barros, & Fleuri,
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2016). Aspergillus oryzae es un hongo filamentoso catalogado como un
organismo “Reconocido Generalmente como Seguro” (GRAS, por sus siglas en
inglés) por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) (de Castro & Sato, 2014).

Es un hongo comunmente usado en la industria de fermentacion tradicional
japonesa, incluso en la produccion de salsa de soya, “sake”, condimento de
crema de frijol y vinagre. De acuerdo con Machida, Yamada y Gomi (2008), este
hongo tiene potencial prominente para la secrecion de varias enzimas, que a
pesar de ser muy cercano genéticamente a A. flavus, conocido por producir
aflatoxinas, no tiene registros de producir aflatoxinas o algun otro metabolito

carcinogénico.

Aspergillus contiene un amplio espectro de enzimas para la degradacion de
polisacéaridos, proteinas y lipidos (Vries & Visser, 2001), particularmente, A.
oryzae ha sido reportada con actividad celulasa, la cual es una enzima requerida
para el catabolismo de la celulosa, esta enzima exhibe su pico alta actividad en
un rango de pH de 4.0 a 6.0 (Begum & Absar, 2009; Suksombat, Homkaow, &
Meeprom, 2018); la mayoria de estas enzimas que degradan la pared celular de
las plantas, producidas por Aspergillus, son proteinas altamente glicosiladas, es

decir, son proteinas unidas a uno o mas carbohidratos (Vries & Visser, 2001).

2.2.2 Saccharomyces cerevisiae

Las levaduras son hongos unicelulares que normalmente no desarrollan un
micelio, sino que permanecen en estado unicelular durante todo el ciclo de
crecimiento; normalmente prosperan en habitats con abundante azucar, tales
como frutas, flores e incluso la corteza de los arboles, Saccharomyces cerevisiae
se deriva de una levadura silvestre usada en la antigiiedad para fabricar vino y
cervezas, las células de esta levadura se utilizan también en la fabricacion de
pan (Madigan, Martinko, & Parker, 1999).

S. cerevisiae es muy tolerante al entorno acido y su temperatura optima suele ser

37 °C. Hu et al. (2018) encontraron que algunas cepas de S. cerevisiae
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sobreviven a pH de 3.0-4.0, y reportan que algunas cepas pueden sobrevivir
hasta los 42 °C. Esta levadura es uno de los microorganismos de alimentacion
directa comunmente utilizados como suplemento en vacas lecheras (Thrune,
Bach, Ruiz-Moreno, Stern, & Linn, 2009).

La adiccion a la dieta de un producto de fermentacion de S. cerevisiae ha
demostrado mejorar la presencia de Bacteroides y Lactobacillus, aumentando la
altura de las vellosidades en el intestino delgado y desarrollando inmunidad
sistémica en lechones destetados temprano (Priece et al., 2010). También en un
tratamiento con esta levadura y lactobacilos mostr6 un menor riesgo de
mortalidad post-destete en lechones, disminuyendo la concentracién de
citoquinas intestinales (proteinas que coordinan la respuesta del sistema
inmunolégico) y manteniendo un pH neutral en el ileon, lo cual inhibi6 el
crecimiento de enterobacterias patdogenas en el tracto intestinal, y se observé un
mejor consumo (Méndez-Palacios, Méndez-Mendoza, Vasquez-Flores, Castro-

Colombre, & Ramirez-Bribiesca, 2018).

En un estudio realizado en ovejas, Obeidat et al. (2018) hallaron un aumento
minimo en el consumo de materia seca y digestibilidad al suplementar con S.
cerevisiae. Mientras que, Boonnop, Wanapat, Nontaso y Wanapat (2009)
encontraron que al fermentar esta levadura con trozos de yuca se incremento el
contenido de PC vy lisina, que al ser utilizada como suplemento en vacas
(Khampa, Chaowarat, Singhalert y Wanapat, 2009) mejoré la eficiencia de la
fermentacion ruminal, la digestibilidad de nutrientes, y aumento la produccion de

propionato y la poblacion de bacterias ruminales.

Se ha observado un efecto positivo en la ganancia de peso al incluir la levadura
en dietas para pollos durante el crecimiento, y puede ser una alternativa a los
antibioticos promotores de crecimiento (Pouraziz, Aghdam, & Chekani-Azar,
2013). En esta misma especie, Mendieta et al. (2018) reportaron un incremento
en la respuesta humoral local y en la respuesta inmune celular cuando se

adicionaron células de la pared de S. cerevisiae a dietas.



2.2.3 Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son Gram positivas, normalmente inmoviles y
no esporuladas, el acido lactico es el principal o Unico producto de su
metabolismo fermentativo; la mayoria son anaerobios aerotolerantes, por lo que
pueden crecer en presencia o ausencia del Oz (Madigan et al., 1999; Martins et
al., 2006). De acuerdo con Madigan et al. (1999), sus principales requisitos
nutrimentales son amino&cidos, vitaminas, purinas y pirimidinas; y obtienen su

energia principalmente del metabolismo de los azucares.

Las BAL son los microorganismos comunmente empleados como probiéticos en
animales (Brashears, Jaroni, & Trimble, 2003), de acuerdo con Cholis, Suthama
y Sukamto (2018) al incluir Lactobacillus sp. en dietas con microparticulas de
proteinas para pollos, se aumentd la poblacién de BAL, la ganancia diaria de
peso y la tasa de pasaje; asi mismo, algunas cepas de bacterias probioticas
muestran un efecto antagonico hacia bacterias resistentes a antibioticos (Arias et
al., 2013).

Dinev et al. (2018) mencionan que L. plantarum es una especie importante dentro
de las BAL por su excelente actividad antimicrobiana, algunos autores (Ng, Koon,
Padam, & Chye, 2015) lo atribuyen a su tolerancia al estrés ambiental, como
temperaturas elevadas y ambientes con mayor concentracién de sal, y a su
habilidad de mantener su pH intracelular en 4.5, aun cuando el pH extracelular
se reduce a 3.0, podria ser utilizado como cultivo adjunto o incorporarse en un

proceso industrial.

Las BAL no son Unicamente microorganismos de alimentaciéon directa, también
se pueden utilizar en procesos fermentativos; Lokapirnasari et al. (2018) al
fermentar paja de trigo con una cepa aislada de Lactobacillus, obtuvieron un
aumento en el contenido PC y una disminucién en fibra cruda; por otra parte,
Galina et al. (2008) encontr6 que el ensilaje de maiz enriquecido con probioticos

lacticos puede sustituir las bacterias ruminales por bacterias lacticas, provocando



un aumento en la tasa de pasaje del forraje, el consumo y la ganancia de peso

en ovinos.

2.3 Nopal

El nopal es una planta que pertenece a las cactaceas, es idénea para
desarrollarse en zonas aridas y semiaridas, crece en medios con temperaturas
extremas y presencia de lluvias erraticas (Torres-Ponce et al., 2015). Durante los
periodos de sequia, el arbusto con y sin espinas de Opuntia ficus-indica juega un
papel importante en el suministro de nutrientes para la cria de animales bovinos,
ovinos, caprinos y fauna silvestre (Feugang, Konarski, Zou, Stintzing, & Zou,
2006).

La composicion de los cladodios va a depender de diferentes factores como el
sitio de cultivo, la estacion del afio, la edad de la planta, entre otros (Stintzing &
Carle, 2005). Estos autores mencionan que los cladodios jovenes muestran alto
contenido de carbohidratos, proteinas y agua, por otra parte, otros autores (de
Kock, 2002; Mejia-Haro, Delgado-Hernandez, Mejia-Haro, Guajardo-Hernandez
y Valencia-Posadas, 2011) mencionan que los cladodios frescos sin espinas
contienen aproximadamente 90% de humedad, bajo contenido de PC, no son un
alimento balanceado sino una fuente de energia buena y barata; son turgentes,
ricos en azucares, provitamina A y vitamina C (Feugang et al., 2006). Pero debido
al efecto laxante del nopal, atribuido a su alto contenido de acido oxalico, algunos
autores (Stintzing & Carle, 2005) recomiendan combinarlo con paja, aun cuando

su bajo contenido de taninos y compuestos fendlicos facilite su digestion.

Lépez-Garcia et al. (2002) encontraron que, dependiendo de la especie de
Opuntia, los valores de PC (en base seca) y materia seca, oscilande 2 a 8%y 7
a 17%, respectivamente; del mismo modo, Santos, Santos, Farias, Dias y
Andrade-Lira (2001) reportan 5.9 a 6.3% de PC y 11% de materia seca, en
diferentes variedades de nopal. En general, el contenido de proteinas va

disminuyendo con la edad (Stintzing & Carle, 2005).
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Por lo anterior, se han buscado alternativas para hacer al nopal atractivo para la
alimentacion animal. Existen varias técnicas para aumentar el contenido de
proteina del forraje del nopal; una medida es adicionando fertilizantes, N y P
principalmente. De acuerdo con Stintzing y Carle (2005) una fertilizacion con N
provoca un incremento de PC; otra opcidén es seleccionando genéticamente la

variedad que contenga mayor porcentaje de proteina (Felker, 2002).

Al ensilar nopal con leguminosas forrajeras mejoré el contenido de materia seca
y de N del producto (Gusha, Halimani, Ngongoni, & Ncube, 2015). En un estudio
realizado por Flores-Hernandez, Araugjo-Filho, da Silva, Ramirez-Ordofiez y
Murillo-Amador (2017), se reportan valores de 20.5% de PC en nopal enriquecido
con S. cerevisiae y sulfato de amonio; estos mismos autores registraron mayor
ganancia de peso al incluir el nopal enriquecido en una dieta (40:60, nopal

enriquecido:heno de sorgo) para cabras criollas en estabulacion.

Flores-Hernandez et al. (2006) reportan que la elaboracion de harina forrajera
enriquecida de nopal, resultado de la adiciobn de mezclas de minerales en un
proceso de fermentacion en estado sélido, permite la formacion de proteina
microbiana; asi mismo, Mejia-Haro et al. (2011) concluyen que el uso de nopal
fermentado para elaborar bloques multinutricionales es factible y mejora la
calidad de los ingredientes, el proceso de elaboracion es sencillo, econémico
para los productores y lo mas importante, es consumido adecuadamente por los

animales.

Asi mismo, en otros estudios donde se fermentd nopal: con A. niger se reportan
aumentos de 12% de PC (Oliveira, 2001), y con S. cerevisiae se obtienen
incrementos de 10% (Araujo et al., 2008) y concentraciones 26% de PC (Araujo
et al., 2005), lo cual muestra que la fermentacidn para el enriquecimiento proteico

del nopal es factible.
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3 CARACTERIZACION DE LA FERMENTACION AEROBICA
DEL NOPAL

3.1 Resumen

El objetivo fue caracterizar el proceso de enriquecimiento proteico del nopal
(Opuntia spp.) a través de una fermentacion liquida aerodbica. Para ello, los
cladodios fueron licuados, agregandoseles indculos biolégicos (levadura,
bacterias lacticas y hongo) y fertilizantes (urea, super fosfato simple de calcio y
sulfato de amonio). Las variables independientes fueron tiempo en fermentacion
(0, 12, 24, 36, 48,60y 72 h) y estados de preparacion del nopal (N1, nopal licuado
y N2, nopal licuado més fertilizantes); las variables de respuesta fueron 14, de
ellas cinco fueron las de mayor relevancia. El crecimiento de microorganismos
fue mayor a las 48 h para la levadura y las bacterias lacticas, mientras que el
crecimiento del hongo ocurrié desde las 0 hasta las 35 h. El pH se mantuvo en
un rango acido (4.9-5.5) durante la fermentacion. En N1 se presentd el menor
porcentaje de PC (8.6%) y a las 12 h el mayor (28.4%). El nitrégeno ureico no
cambio (p>0.05) desde N2 y el nitrdgeno amoniacal fue disminuyendo a partir de
N2. La fermentacion liquida aerdbica del nopal incrementé el contenido de
proteina en aproximadamente 3.3 veces, con lo que se obtiene un producto de
mayor calidad para la alimentacion animal.

Palabras claves: Opuntia spp., Aspergillus oryzae, Lactobacillus sp.,

Saccharomyces cerevisiae?l

1Tesis de Maestria en Ciencia en Innovacion Ganadera, Posgrado en Produccién Animal,
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CHARACTERIZATION OF THE CACTUS PEAR AEROBIC
FERMENTATION

3.2 Abstract

The objective was to characterize the cactus pear (Opuntia spp.) protein
enrichment process through the aerobic liquid fermentation. For it, the cladodes
were liquefied and biological inoculants (yeast, lactic acid bacteria and fungus)
and fertilizers (urea, simple calcium super phosphate and ammonium sulfate)
were added. The independent variables were fermentation time (0, 12, 24, 36, 48,
60 and 72 h) and cactus pear preparation stages (N1, liquefied cladodes and N2,
liquefied cladodes plus fertilizers); the response variables were 14, but five of
them were those of greater relevance. The growth of microorganisms was higher
at 48 h for yeast and lactic acid bacteria, while the growth of the fungus occurred
from 0 to 35 h. The pH remained acidic range (4.9-5.5) during fermentation. N1
presented the lowest percentage of PC (8.6%) and the highest (28.4%) at 12 h of
fermentation. Urea nitrogen did not change (p>0.05) from N2 and ammoniacal
nitrogen decreased from N2. The liquid aerobic fermentation did increase the
cactus pear protein content in approximately 3.3 times, which produces a better
ingredient quality for animal feeding.

Key words: Opuntia spp., Aspergillus oryzae, Lactobacillus sp., Saccharomyces
cerevisiae?

2Master of Science in Livestock Innovation Thesis, Posgrado en Producciéon Animal, Universidad
Auténoma Chapingo

Author: Elba Martha Martinez Méndez
Advisor: Gilberto Aranda Osorio, Ph.D.
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3.3 Introduccién

Los microorganismos son utilizados en la produccién de alimentos para humanos
y animales, y como aditivos o suplementos alimenticios. La fermentacién
microbiana de sustratos alimenticios mejora su digestibilidad y concentracion de
proteinas; la calidad del producto fermentado dependera del sustrato y los

microorganismos utilizados (Day & Morawicki, 2018).

En Meéxico, el nopal es comunmente utilizado como verdura, pero en zonas
semiaridas o con pastizales disminuidos, algunos autores (Anaya-Pérez, 2002;
Anaya-Pérez & Bautista-Zane, 2008; Lopez-Garcia, Fuentes-Rodriguez, &
Rodriguez-Gamez, 2002) han registrado su uso como forraje durante las sequias,
ya sea en pastoreo abierto, chamuscado in situ 0 como cladodios para ganado
estabulado. Las principales especies utilizadas para este fin incluyen Opuntia
ficus-indica Mill., y Nopalea cochellinifera Salm-Dyck (Dubeux, Salem, &
Nefzaoui, 2018; Flores-Hernandez, Acosta-Rodriguez, Murillo-Amador, Trejo-
Calzada, & Arreola-Avila, 2006).

Debido a las caracteristicas nutricionales del nopal, alto contenido de
carbohidratos solubles, bajo contenido en fibra y proteina cruda (PC) (Torres-
Ponce et al., 2015), se han buscado alternativas, como procesos de fermentacion
para aumentar el valor proteico, debido al contenido de proteina microbiana
(Gonzalez, 1989; Nunes-Medeiros et al., 2004). Algunos autores han reportado
incrementos de 12 hasta 26% de PC, al fermentar el nopal con hongos (Oliveira,
2001) o levaduras (Araujo et al. 2005; Araujo, Silva, Brito, Oliveira, & Santos,
2008).

En la Universidad Autdbnoma Chapingo se ha investigado sobre el
enriquecimiento proteico del nopal (Aranda-Osorio, Miranda-Romero, Cruz, &
Flores-Valdez, 2012; Flores-Hernandez, Araujo-Filho, da Silva, Ramirez-
Ordofiez, & Murillo-Amador, 2017); esto es una adaptacion del proceso descrito
por Araujo et al. (2008) y Campos (2008) en el cual el nopal es fermentado

aerObicamente por microorganismos y minerales adicionados. Por lo tanto, el
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objetivo fue caracterizar el enriquecimiento proteico del producto de la
fermentacion aerobica del nopal, para su uso como alimento en animales de
interés zootécnico y generar un banco de informacion al respecto de la

fermentacién como proceso para la mejora del nopal.

3.4 Materiales y métodos
3.4.1 Localizacion

El proceso de fermentacién se llevo a cabo en la Nopalera del Campo Agricola
Experimental de la Universidad Auténoma Chapingo, Texcoco de Mora, México,
ubicada en las coordenadas 19° 29’ de latitud norte y 98° 87’ de longitud oeste, a
2,263 msnm, con 15.6 °C de temperatura y 503 mm de precipitacion media anual
(SMN, 2018); el clima se considera templado subhimedo (Cwo) (Garcia, 1988).

Los andlisis bromatolégicos y microbiol6gicos se realizaron en los laboratorios de
Nutricidon Animal y de Microbiologia Pecuaria, del Departamento de Zootecnia de

la Universidad Auténoma Chapingo.

3.4.2 In6culos microbianos

Tres inoculos microbianos fueron utilizados en la fermentacion aerdbica del
nopal: una levadura, bacterias lacticas y un hongo. La fuente de levadura fue el
producto comercial Procreatin 7® (Argentina), compuesto de Saccharomyces
cerevisiae (1x10'° UFC). La fuente de bacterias lacticas fue el producto comercial
Biosile® (synBios®, México), compuesto de Lactobacillus plantarum y

Pediococcus pentosaceus (no menos de 20 000 millones de UFC g?).

El hongo fue Aspergillus oryzae, se encontraba conservado en Agar Papa
Dextrosa Sabouraud y refrigerado, para su propagaciéon fue resuspendido en 4
mL de solucion salina estéril y sembrado sobre arroz (115 g) humedo (250 mL de
agua destilada) y esterilizado en autoclave (121 °C por 15 minutos), contenido en
frascos de vidrio de 500 mL de capacidad. Los frascos inoculados fueron tapados

con gasa y se incubaron a 28 °C por 5 dias, durante los cuales se debia
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monitorear el crecimiento del hongo (Apéndice 1). Posteriormente los frascos

fueron colocados en refrigeracion hasta su uso.

3.4.3 Fermentacion aerobica del nopal

De la plantacion de nopales del Campo Agricola Experimental de la Universidad
Autonoma Chapingo, se cosecharon alrededor de 100 kg de cladodios de nopal
Opuntia variedad Copena F1, se licuaron en una licuadora industrial (motor de
3HP y alimentacion trifasica, Apéndice 2), adicionando 20 L de agua, el material
licuado se vaci6 a un biodigestor vertical de 120 L de capacidad con agitacion
constante (Apéndice 3), ademas se agregaron 600 g de urea, 600 g de
superfosfato simple de calcio, 80 g de sulfato de amonio, 100 g del producto
comercial Biosile®, 100 g del producto comercial Procreatin 7® y 380 g de arroz
inoculado con Aspergillus oryzae. El proceso fermentativo del nopal se realiz6 a
temperatura ambiente por 72 h y se llevd a cabo en cuatro ocasiones

(repeticiones).

3.4.4 Toma de muestras

Se extrajo muestras del fermentado a través de la llave dispensadora (Apéndice
3), el cual fue recibido en una cubeta de 19 L de capacidad, con el fin de obtener
una muestra homogénea, la muestra se regreso al biodigestor y se repitio la
maniobra. Al segundo llenado de la cubeta se le midi6 el pH y temperatura (TM)
con un potenciémetro portatil (HI988127-HI98128, Waterproof pH Tester,

HANNA® Instruments, Estados Unidos de América).

Del segundo llenado se tomé una muestra en frascos de plastico de 250 mL de
capacidad, la cual a su vez se dividi6 en dos submuestras de 125 mL; una se
utilizé inmediatamente para las determinaciones microbiolégicas y la segunda se
mantuvo a -20 °C hasta su uso en el analisis quimico proximal, fracciones de
fibras y analisis complementario de nitrégeno. Al finalizar la toma de muestras,
en la bitdcora se registré la temperatura ambiental (TA). El muestreo se hizo a
tiempos prefijados; en el Cuadro 1 se especifican tiempos y condiciones de las

muestras tomadas.
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Cuadro 1. Descripcion de la toma de muestras para un ciclo de fermentacion de

72 horas?.
Tiempos Descripcién Observaciones
de
muestreo
o 9 La muestra se  tomé
T c_ N1 Nopal licuado inmediatamente después
é S o llenar el biodigestor.
- o 7
% o c Nonal licuado con La muestra se tomo entre 15y
W o N2 Pe 30 minutos después de
s fertilizantes o .
adicionar los fertilizantes.
Nopal licuado con La muestra se tomo entre 15y
FO fertilizantes y 30 minutos después de
microorganismos adicionar los microorganismos.
c Fermentado durante La muestra se tomo6 a las 12 h
S F12 !
S 12 h. de fermentacion.
©
€ Fermentado durante La muestra se tomo a las 24 h
) F24 !
c 24 h de fermentacion.
2 Fermentado durante La muestra se tomo a las 36 h
c F36 !
) 36 h de fermentacion.
o
o Fermentado durante La muestra se tomo a las 48 h
£ F48 !
ia:J 48 h de fermentacion.
Fermentado durante La muestra se tomo a las 60 h
F60 el
60 h de fermentacion.
F72 Fermentado durante La muestra se tomo6 a las 72 h

72 h

de fermentacion.

1El biodigestor se mantuvo funcionando constantemente durante las 72 h de fermentacion.

3.4.5 Determinacién de la poblacién microbiolégica

La poblacion de los indculos biolégicos se determind para cada momento de
muestreo, se cuantifico las unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias
lacticas (BAL), levadura y hongo, por mililitro de nopal fermentado, con los
meétodos de diluciones seriadas (Tortora, Funke, & Case, 2007), siembra de
vaciado en placa y conteo en placa, utilizandose el medios de Agar de Man,
Rogosa y Sharpe (MRS, Merck) para bacterias lacticas y el Agar Dextrosa y Papa
(ADP, MCD-LAB) para la levadura y el hongo (Davila-Fernandez & Hernandez-
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Garcia, 2006). Las cajas con medio MRS se incubaron a 37 °C durante 48 hy las

cajas con ADP se incubaron a 28 °C durante 72 h.

3.4.6 Determinaciones nutricionales

Se determiné el contenido de humedad (H), PC, cenizas (Cen), extracto etéreo
(EE) y carbohidratos solubles (CS) ajustados por fibra detergente neutro (FDN)
(AOAC, 2000).

Para la determinacion de FDN vy fibra detergente acido (FDA) se utilizé una
muestra secada a 60 °C en estufa de aire forzado y se realiz6 mediante la técnica
de Van Soest (1963).

3.4.7 Analisis complementario de nitrégeno

Para la estimacion del contenido del nitrégeno ureico y amoniacal (N-NHs), se
centrifugaron aproximadamente 5 mL de cada submuestra a 3,000 rpm por 5
minutos (centrifuga de mesa Presvac DCS-16RTV, Argentina), se tomé el
sobrenadante y se mantuvo en refrigeracion hasta su uso. La determinacion de
nitrégeno ureico se realizo con la técnica de reactivos separados para el kit Urea
UVI cinética AA (linea liquida, Wiener-Lab®, Argentina) y para la determinacion

de N-NH3 se utilizo la técnica colorimétrica de McCollough (1967).

3.4.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con SAS version 9.4 (SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). Las UFC se convirtieron a la escala logio antes de su analisis. Se
utilizé un modelo completamente al azar, con cuatro repeticiones para cada
tiempo de muestreo. Las variables de respuesta para el andlisis de varianza
fueron la poblacion de cada inéculo microbiano y los componentes del analisis
quimico proximal, analisis de fracciones de la fibra, nitrdgeno amoniacal y ureico.
Las variables independientes fueron los tiempos de muestreo (tiempo en
fermentacion: 0, 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h y, estados de preparacion del nopal:
N1, nopal licuado y N2, nopal licuado mas fertilizantes). La comparacion de

medias del tiempo de muestreo se ejecutd mediante Tukey, con un a=0.05.
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3.5 Resultados y discusion
3.5.1 pHy temperaturas

El pH del fermentado de nopal fue acido, sin diferir (p>0.99) entre tiempo de
muestreo (Cuadro 2). La temperatura de las muestras disminuy6 (p<0.05) a las
12, 36 y 60 h de incubacion, respecto a los otros tiempos de muestreo (0, 24, 48,
72). Esto podria estar relacionado con la temperatura ambiental, debido a que en
los mismos tiempos también se registraron las TA mas bajas, entre 11y 12 °C,
aun cuando la fermentacion tiende a incrementar la temperatura del producto

fermentado.

Cuadro 2. Comportamientos del pH (pH-M) y las temperaturas de la muestra
(TM), y temperatura ambiental (TA) durante la fermentacién aerdbica del nopal.

Tiempo de

muestreol pH-M T™ (°C) TA (°C)
N1 5.1a* 26.7 a 245 a
N2 49a 26.2a 245a
FO 5.0a 26.6a 245a
F12 5.0a 216b 12.7b
F24 5.2a 28.2a 245a
F36 5.5a 20.1b 12.2 b
F48 5.4 a 27.2 a 25.0a
F60 5.5a 20.1b 115b
F72 5.4 a 26.7 a 25.7 a

IN1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min
después de inocular a N2 con los microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra
completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion.

“Medias seguidas con la misma letra, dentro de columna, no son diferentes (p<0.05).

El pH ideal para el crecimiento de las BAL oscila entre 4 y 4.5 (Ramirez-Ramirez,
Rosas-Ulloa, Velazquez-Gonzalez, Ulloa, & Arce-Romero, 2011). En ensilados,

el uso de BAL o una combinacion en sus tratamientos reduce el pH del forraje a

25



valores menores de 4.5, considerado ideal para evitar el crecimiento de bacterias
indeseables (Abdul-Rahman et al., 2017). Por otro lado, se considera que el pH
Optimo para el crecimiento de las levaduras es de 4.17 a 4.6 (Angulo-Montoya et
al, 2013; Nannyonga, Tchuenbou-Magaia, Goode, Fryer, & Robbins, 2018); sin
embargo, en la presente investigacion el pH fue mayor (pH = 5). Lo anterior indica
que las bacterias prebidticas no produjeron &cidos organicos, caracteristica
atribuida a estas bacterias (Haryati, 2011), en cantidad suficiente como para
disminuir el pH a un nivel apropiado para el crecimiento de las levaduras y de las
propias BAL, 4.6 a 4.7 (Zhang, Yu, Wang, & Tian, 2018).

Begum y Absar (2009), y de Castro y Sato (2014) encontraron que las enzimas
de A. oryzae son estables a pH de 4.5 a 6.0 y, manifiestan mayor actividad de
proteasa y celulasa a pH moderadamente acido (5.0-5.5), lo cual indica que los
valores de pH encontrados en el presente trabajo pudieron ser adecuados para

la actividad de estas enzimas.

Respecto a la temperatura 6ptima de crecimiento de A. oryzae, Biesebeke et al.
(2002) y Cortés-Sanchez et al. (2014) encontraron que esta se sitla entre los 30
y 35 °C, aunado a una agitacion alta de por lo menos 180 rpm (Cortés-Sanchez
et al.,, 2014). Nannyonga et al. (2018) reportan que S. cerevisiae tuvo mejor
crecimiento a 22 °C, aunque también mencionan que puede sostenerse una
poblacion alta a los 28 °C, para lo cual es necesario contar con agitacién
constante para liberar el calor producido por la fermentacién. De igual forma, las
temperaturas entre los 20 y 30 °C pueden mejorar el desempefio de L. plantarum
(Zhang et al., 2018). De acuerdo con estas investigaciones, las temperaturas en
el fermentado de nopal son apropiadas para el crecimiento de las BAL y S.

cerevisiae, pero no para A. oryzae.

La celulasa producida por A. oryzae muestra actividad alta entre los 35 y 55 °C,
y pierde actividad a los 25 °C (Begum & Absar, 2009); mientras que la produccion
de proteasas por A. oryzae es a 23 °C durante 72 h, la temperatura Optima para
su actividad es 55-60 °C y se muestra estable entre 35 y 45 °C (de Castro & Sato,

2014). Lo anterior indica que probablemente las enzimas de A. oryzae no se
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produjeron vy, si llegaron a hacerlo, no manifestaron su maxima actividad por las

condiciones de temperatura en el presente estudio (menores que 30 °C).

3.5.2 Dinamica poblacional de los microorganismos

En la Figura 1 se muestra el crecimiento de los microorganismos utilizados en la
fermentacion aerobica del nopal. EI mayor crecimiento de la levadura y BAL se
observo a las 48 h de muestreo con 7.34y 7.68 Logio UFC, respectivamente; por
el contrario, el crecimiento del hongo se manifestd Unicamente desde su
inoculacién (FO) hasta las 36 h. Cabe destacar que se encontraron diferencias
(p<0.05) en las BAL, entre los tiempos previos (N1 y N2) y los posteriores a la
inoculacion (FO a F72); en la levadura, las diferencias fueron antes de la
inoculacién (N1 y N2), al momento de la inoculacion (FO), y a partir del maximo
crecimiento hasta la finalizacién de la fermentacion (F48, F60 y F72) (Apéndice
4).

De acuerdo con Abdul-Rahman et al. (2017), las BAL después de las 72 h
presentan la fase de declinacion o muerte, es decir, la poblacion tiende a
disminuir; estos datos que no llegan a mostrarse en la presente investigacion.
Durante la fase estacionaria, a las 48 h, Lactobacillus manifiesta su maxima
actividad antifungica (Magnusson & Schnurer, 2001), lo cual probablemente

inhibi6 el crecimiento del hongo.
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Figura 1. Dindmica poblacional de las bacterias lacticas, levadura y hongo
durante la fermentacion del nopal (N1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de
colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min después de inocular a N2 con los
microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra completa tomada a las

12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion).
*1 = si hubo crecimiento del hongo; 0 = no se registra crecimiento del hongo.

Las levaduras tuvieron un crecimiento similar a lo reportado para la levadura
Candida norvegensis, quien presentd su crecimiento a partir de las 12 h,
alargando esta fase hasta las 48 h (Angulo-Montoya et al., 2013), causado
probablemente por la baja cantidad de in6culo empleado. Sin embargo, Herrera-
Torres, Murillo, Berumen, Paez y Villareal (2014) mencionan que S. cerevisiae
requiere 25 h para alcanzar la fase estacionaria, pero utiliza los carbohidratos del
nopal de manera mas eficiente, lo que se traduce en una mayor concentracion

de PC en menor tiempo.

La combinacion de BAL con levaduras forma una relacion de beneficio mutuo,
porque las levaduras producen aminoacidos, vitaminas y otros factores de
crecimiento requerido por las BAL, mientras que los acidos producidos por las
BAL inhiben el crecimiento de microorganismos antagonicos a las levaduras
(Ledn et al., 2006). Paraddjicamente, algunos autores han mostrado que los

acidos organicos, considerados los principales compuestos de las BAL, tienen
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efectos antifungicos (Russo et al., 2017); particularmente, L. plantarum tiene la
capacidad de inhibir hongos como S. cerevisiae debido a su capacidad de

sintetizar bacteriocinas (Jiang, Li, & Gu, 2016).

3.5.3 Analisis quimico proximal y fracciones de fibras

Los resultados obtenidos en el analisis quimico proximal y fracciones de fibras se
observan en el Cuadro 3 (el cuadro con los resultados completos se puede ver
en el Apéndice 5). El menor porcentaje de MS se mostré en N1, y el mayor al
momento de la inoculacion (F0), a partir de este momento los valores fueron
constantes en la fermentacion; asi mismo, a las 72 h se observaron los

porcentajes mas altos de ceniza (minerales totales o material inorganico).

Cuadro 3. Promedios (%) obtenidos del andlisis quimico proximal y fracciones de
fibras en base seca? de la fermentacién aerébica del nopal.

Tiempo de

muestreo! MS MO PC Cen CS FDN FDA
N1 5.8 b? 87.4 a 8.6Db 12.6d 555a 223 a 21.7a
N2 6.2 ab 86.6 ab 269a 13.3cd 37.7b 20.9 ab 194 a
FO 6.5a 86.0abc 25.6a 13.9cd 399b 19.2 ab 19.2a
F12 6.5a 829bcd 284a 17.1abc 332D 20.1 ab 181a
F24 6.4ab 823bcd 242a 176abc 36.3Db 20.9 ab 199a
F36 6.5 ab 81.7 cd 248 a 18.3 ab 36.4b 19.2 ab 193 a
F48 6.3 ab 80.9d 239a 19.0a 371D 18.8 ab 186 a
F60 6.4 ab 81.3d 26.6 a 18.7 a 37.2Db 17.2b 198a
F72 6.3 ab 80.9d 269 a 19.0a 33.7b 18.9 ab 20.5a

IN1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min
después de inocular a N2 con los microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra
completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion.? MS, materia seca; Cen, ceniza;
MO, materia organica; PC, proteina cruda; EE, extracto etéreo; CS, carbohidratos solubles
ajustados por FDN; FDN, fibra detergente neutro; FDA, fibra detergente &cido.

ZMedias seguidas con la misma letra, dentro de columna, no son diferentes (p<0.05).
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En N1 se manifestaron los valores mas altos para las variables materia organica,
CS (ajustado por FDN), FDN y FDA, aunque en esta ultima no se observan
diferencias (p>0.05) en los tiempos de muestreo (N1, N2 y, de FO a F72). La
concentracion de PC para N1 fue la més baja y, diferente al resto de los otros
tiempos de muestreo. Aunque no se detectaron diferencias (p>0.05) entre los
tiempos N2 a F72, la concentracion de PC exhibio el porcentaje mas alto (28.4%)

alas 12 h de la fermentacion.

El valor encontrado de FDN para N1, es mas bajo que lo reportado por Andrade-
Montemayor et al. (2011) para diferentes variedades de Opuntia, los cuales se
encuentran en rangos entre los 46 y 54%. Mientras que Araujo et al. (2008)
reportaron valores mas altos para MS (8%) con respecto a lo encontrado en la
presente investigacion durante todos los tiempos de muestreo; asi mismo, estos
autores sefalan hasta 15% de Cen, valor intermedio en los tiempos de muestreo
de la presente investigacion. La reduccion de la MS se atribuye a la accion
microbiana, producto de la utilizacion de los carbohidratos en sus procesos
metabdlicos que generan agua, CO2 y compuestos volatiles como AGV durante
la fermentacion (Oboh & Akindahunsi, 2003; Rodriguez, Elias, Boucourt, &
Nufez, 2001).

Los valores de PC para N1 son mas altos a los obtenidos por Santos, Santos,
Farias, Dias y Lira (2001) para tres variedades de nopal (valores entre 5.9 y
6.3%); asi mismo, Araujo et al. (2005) mostraron que la energia bruta no se vio
alterada a pesar de la utilizacion de carbohidratos para el crecimiento de las
levaduras. En el presente trabajo no se presentan datos de energia bruta, pero
si se observa que los datos de materia organica van disminuyendo a través del
tiempo de fermentacién microbiana, lo que podria ser indicativo que la energia,

producto de la fermentacion, disminuye con el tiempo.

El contenido de FDN y FDA tienden a disminuir en N2 aunque no se detectan
diferencias (p>0.05) entre tiempos de muestreo; esto puede ser atribuido a la
dilucion sufrida por la adicién de los inéculos microbianos y fertilizantes, y la

tendencia de FDN a disminuir mas, se puede deber a la accién especifica de los
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microrganismos sobre algun componente de FDN. En general, los valores de la
FDN y la FDA encontrados durante la presente investigacion son bajos con
respecto a lo reportado para heno de sorgo (69.4 y 48.6 %), o a la alfalfa seca
(45.7 y 37.3%), y parecidos a lo encontrado para nopal natural y enriquecido (21.3
y 19.7% vy, 18.3 y 16.6%, respectivamente) por Flores-Hernandez et al. (2017).
Asi mismo, Herrera-Torres et al. (2014) reporta una marcada disminucion en el
contenido de FDN y FDA durante la fermentacion. Por lo cual algunos autores
(Aravjo et al., 2008; Flores-Hernandez et al. 2017) manifiestan que el nopal
fermentado debe ser ofrecido a los animales en asociacion con otros alimentos

ricos en fibras.

3.5.4 Comportamiento del nitrbgeno y su relacibn con los

microorganismos

El contenido de nitrégeno fue una de las variables de importancia, ya que a partir
de él se puede determinar el contenido de proteina; asi mismo, la volatilizacién
de amoniaco (N-NH3) es una importante via de pérdida de N, esta pérdida es
afectada por factores como humedad, temperatura, pH, capacidad buffer, materia
organica, fuente y dosis de N (Barbieri, Echeverria, Sainz-Rozas, & Maringolo,
2010). El porcentaje de nitrdgeno ureico no mostrd variacion (p>0.05) una vez
que fue adicionado con fertilizantes (N2) o microorganismos (FO a F72); similares
resultados se observaron para la concentracién de nitrégeno amoniacal, aunque
esta tendid a disminuir con la inclusién de microorganismos (Figura 2; los detalles

del andlisis complementario de nitrogeno se pueden ver en el Apéndice 6).

De acuerdo con algunos autores (Rodriguez et al., 2001; Suksombat, Homkaow,
& Meeprom, 2018), al adicionarse fuentes de nitr6geno no proteico, como la urea,
se esperaria que el incremento de la PC se debiera a la degradacion de la urea
para la sintesis de proteina microbiana, o a la secrecion de algunas enzimas
extracelulares por los microorganismos fermentadores. Rodriguez et al. (2001)
mencionan que, al aumentar los niveles de urea, y si los microorganismos no

cuentan con una fuente suficiente de carbono para su crecimiento (Suksombat et
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al., 2018), se reduce la utilizaciéon del N, esto podria justificar por qué no se

observaron cambios significativos en la concentracion del nitrégeno ureico.
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Figura 2. Variaciones del nitrégeno total (N total), ureico (N ureico) y amoniacal
(N amoniacal) durante la fermentacion del nopal (N1, nopal licuado; N2, 15-30
min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min después de
inocular a N2 con los microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra
completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion).

Araujo et al. (2005) y Herrera-Torres et al. (2014) al fermentar nopal con S.
cerevisiae, sin adicionar alguna fuente de nitrégeno, encontraron que el mayor
incremento de la proteina por la fermentacion fue a las 48 h, pasado este tiempo
los valores fueron disminuyendo, debido a la probable desnaturalizacién celular
de las proteinas. Araujo et al. (2005) mencionan que se puede producir una
disminucién en el peso del sustrato por la volatilizacion de COz y H20 durante la
fermentacion, lo que justificaria el aumento y concentracion de la proteina cruda
durante el proceso.
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Asi mismo, la levadura ha demostrado mayor habilidad para el enriquecimiento
de los productos que el hongo (Suksombat et al., 2018); por lo tanto, el
crecimiento de S. cerevisiae podria justificar que el porcentaje de N-NH3
disminuyera en el tiempo, indicando que las levaduras consumieron los azUcares

del medio (Angulo-Montoya et al., 2013).

Los valores de PC, producto de la fermentacion, fueron similares a los
encontrados por Boonnop, Wanapat, Nontaso y Wanapat (2009); asi mismo, Day
y Morawicki (2018) incrementaron la PC de 9 a 27% en muestras fermentadas
con levaduras de panaderia y tratadas con amiloglucosidasas. Para algunos
autores (Boonnop et al., 2009), el alto contenido de proteina puede ser atribuido
a la habilidad que tiene S. cerevisiae para secretar enzimas extracelulares como
amilasas, linamarasas y celulasas; sin embargo, para otros (Oboh, 2006;
Suksombat et al., 2018) este aumento se debid al incremento del crecimiento y
la proliferacion del complejo hongos/bacterias en la forma de proteinas

unicelulares.

3.6 Conclusiones

El crecimiento de los microorganismos utilizados durante la fermentacion
aerdbica del nopal no fue el esperado, ya que el hongo se suprimio a las 48 h de
fermentacion debido probablemente a las condiciones del sustrato y del medio

ambiente.

El contenido de fibras, materia organica y carbohidratos solubles disminuy®,
mientras que la proteina cruda aument6 debido a la accion de los

microorganismos.

Durante la fermentacion, las concentraciones de N total y ureico mostraron un
comportamiento diferente al del N amoniacal, lo que indica patrones distintos del

uso del nitrégeno por parte de los microorganismos durante la fermentacion.
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En general, por sus caracteristicas, el producto de la fermentacién aerdbica del
nopal, de las 12 a 36 h se constituye en una opcion viable para la alimentacion

animal por su aporte en proteina, fundamentalmente.

3.7 Recomendaciones

Se recomienda hacer pruebas, en condiciones controladas, sobre la sinergia
entre el hongo y la levadura; asi mismo, sobre dosis de inclusién. También se
recomienda hacer pruebas con diferentes niveles de fertilizantes y determinar la

osmolaridad de la mezcla.
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4 APENDICES

Apéndice 1. Aspergillus oryzae en Agar Papa Dextrosa después de 5 dias de
incubacion.
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Apéndice 2. Licuadora industrial utilizada durante el experimento.
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Apéndice 3. Biodigestor vertical.
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Apéndice 4. Crecimiento de los microorganismos durante la fermentacion

aerodbica del nopal (Logio UFC mL™1).

Tiempo df Bzflct_erias Levaduras Hongo
muestreo lacticas

N1 2.1 b? 3.2c No
N2 29b 35¢c No
FO 5.5a 57b Si
F12 5.6a 6.0 ab Si
F24 6.2a 6.9 ab Si
F36 6.4 a 6.8 ab Si
F48 7.3a 7.7a No
F60 7.0a 7.6a No
Fr72 7.2a 7.6a No

1 N1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min
después de inocular a N2 con los microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra

completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion.

ZMedias seguidas con la misma letra, dentro de columnas, no son diferentes (p<0.05).
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Apéndice 5. Cuadro completo de los resultados obtenidos del andlisis quimico proximal y fracciones de fibras expresados
en porcentaje (%).

Tiempo de MS Cen MO PC EE Ccs FDN FDA Cel Lig
muestreo

N1 94.2 az 5.8b 12.6d 87.4a 8.6b lla 55.5 a 223a 21.7a 18.1a 41a
N2 937ab  6.2ab 13.3cd  86.6ab 26.9 a 10a 37.7b 20.9 ab 19.4 a 16.4 a 34a
FO 935b 6.5a 13.9cd 86.0abc  25.6a lla 39.9b 19.2 ab 19.2a 16.2a 35a
F12 935b 6.5a 17.1abc 829bcd 284a 12a 33.2b 20.1 ab 18.1a 15.6 a 3la
F24 936ab 6.4ab 17.6abc 823bcd 24.2a 09a 36.3b 20.9 ab 19.9 a 17.1a 35a
F36 93.7ab  6.5ab 18.3ab  8l.7cd 24.8a 13a 36.4b 19.2 ab 19.3a 16.5a 34a
F48 937ab  6.3ab 19.0 a 80.9 d 239a lla 37.1b 18.8 ab 18.6 a 16.1a 32a
F60 936ab  6.4ab 18.7 a 81.3d 26.6 a 09a 37.2b 17.2b 19.8 a 16.8 a 34a
F72 937ab  6.3ab 19.0 a 80.9d 26.9 a l4a 33.7b 18.9 ab 205a 17.1a 39a

IN1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min después de inocular a N2 con los microorganismos;
F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacién. 2H, humedad; MS, materia seca; Cen,
ceniza; MO, materia organica; PC, proteina cruda; EE, extracto etéreo; CS, carbohidratos solubles ajustados por FDN; FDN, fibra detergente neutro;
FDA, fibra detergente acido; Cel, celulosa; Lig, lignina.

ZMedias seguidas con la misma letra, dentro de columnas, no son diferentes (p<0.05).
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Apéndice 6. Promedios (%) de las concentraciones de nitrégeno total, ureico y
amoniacal durante la fermentacion del nopal.

Tiempo dle Nitrégeno total Nitr6geno ureico Nitrégeno amoniacal
muestreo

N1 1.38 b? 0.07b 0.04c
N2 4.30 a 3.34a 04l1la
FO 410 a 3.24 a 0.35ab
F12 4.54 a 3.11a 0.32 ab
F24 3.87a 3.16 a 0.28b
F36 3.97a 292a 0.28 b
F48 3.82a 3.42 a 0.28b
F60 4.26 a 3.23a 0.28 b
Fr72 4.30 a 3.22 a 0.31b

IN1, nopal licuado; N2, 15-30 min después de colocarle los fertilizantes a N1; FO, 15-30 min
después de inocular a N2 con los microorganismos; F12, F24, F36, F48, F60, F72: muestra

completa tomada a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h de fermentacion.

ZMedias seguidas por letras diferentes, dentro de columnas, son diferentes (p<0.05).
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