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Resumen

En los dltimos afios la cria de animales se ha visto afectada por los costos
de los alimentos concentrados, principalmente en aquellas unidades de
produccién que emplean pastos como fuente principal de alimento ce sus
rebafios. Esta situacién est4 asociada fundamentalmente a la irregular
distribucién de las lluvias a lo largo del afio. La conservacién de los pastos
es la alternativa que hasta ahora se ha utilizado. Sin embargo la calidad de
los henos producidos hace que cada dia deban utilizarse alimentos
concentrados y suplementos proteicos para poder suministrer los
requerimientos nutricionales al animal, trayendo como consecuencia una
disminucién del rendimiento de la unidad de produccién. En este trabajo se
presenta una alternativa no tradicional, que puede aumentar de forma
inmediata y significativa el volumen de alimentos energéticos disponibles
para la alimentacién de rumiantes. Esta propuesta estd basada en los
resultados obtenidos de la evaluacién de un material lignocelulés:co, el
bagacillo de cafia de azicar, con el fin de utilizarlo para la producc: 6n de
proteina microbiana para alimento animal. Se conoce ya que este t.po de
materia no presenta problemas de accesibilidad para la degradacién por
enzimas de microorganismos, por ejemplo, los presentes en el rumen de los
animales rumiantes. Por esta razén se recurre a pre-tratamientos
fisicoquimicos, bioquimicos y microbiolégicos. De estos, se han escogidc entre
los fisicoquimicos, la adicién de 4lcali y agua, y entre los microbiolégicos, la
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adicién de hongos celuloliticos. La técnica de fermentacién en estado sélido
(FES) fue la seleccionada para evaluar la digestibilidad microbiana y se
utilizaron dos tipos de hongos: un hongo productor de un complejo celulasico
extracelular, T. reesei QM 9414, y un hongo con su complejo adherido a la
pared celular, Ch. cellulolyticum, ambos ampliamente reconocidos como
buenos degradadores de los sustratos lignocelulésicos.

Palabras claves: bagacillo de cafia, proteina microbiana, hongos
celuloliticos, digestibilidad

Abstract

In the last years, animal breeding has been affected by cost of
concentrated food, mainly in those production units that use grass as
principal source for animal feeding. This situation is strongly associated w.th
the irregular distribution of the rainy season during the year. Preservation
of the grass is the one alternative that, to this moment, has been usad.
However the quality of the grass with such process involve the use of
concentrated food and protein suplements to fulfill the nutritional
requeriments of the animal, representing a lower yield for producers. In tais
work, a non-conventional alternative is presented that could rapidly increase
the volume of energetic food available for ruminant feeding. This proposal is
based in results obtained from an evaluation of lignocellulosic material sugar
cane bagasse pith, for animal feeding. This kind of material does not have
problems in the accessibility for the degradation with microbial enzimes, for
example, by the ones present in the ruminal animals. For this reason, some
physicochemical, biochemical and microbiological pre-treatments have been
used. From those, water and alkali addition and cellulolytic fungi addition
have been chosen. The technique of solid-state fermentation (FES) vsas
selected to evaluate the microbial digestibility and two fungi was used, 7.
reesei QM 9414 with an extracellular cellulosic complex and Ch.
cellulolyticum with cellulolytic enzimes adhered to the cell wall.

Key words: Sugarcane bagasse, microbial protein, cellulolytic fungi,

digestibility
Introduccion
El déficit alimenticio en las zo-  cién se presenta debido ala irregular

nas tropicales durante la época seca  distribucion de las lluvias, principal-
es caracteristico de las productoras  mente en las zonas de tipo bosque

ganaderas que utilizan pastos y fo-  seco y muy seco tropical, que causa
rrajes como fuente principal de ali-  una irregular produccién del forraje,
mentos de sus animales. Esta situa-  gran produccién y excedentes duran-
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te la época lluviosa, seguidos de un
déficit durante la época seca, en la
cual se da una mala alimentacién de
los animales, causando pérdidas al
productor.

La alternativa tradicional usa-
da para solventar este problema y
hacer mas rentables las unidades de
produccién ha sido la conservacién
de forrajes, ensilaje o henificacién,
aprovechando asi el excedente de la
época lluviosa, sin embargo, en cual-
quiera de los casos la calidad final
del material esta determinada por la
calidad del forraje y por la manipu-
lacién del mismo.

La henificacién es una de las
practicas méas adoptadas por los pro-
ductores de la regién zuliana (36),
pero para aplicar esta técnica se
debe esperar a que finalice el periodo
de lluvias. En laregién El Laberinto,
el heno es la base principal del ali-
mento en la racién de los animales
durante la época seca y el inicio del
perfodo de lluvia. La especie forraje-
ramaés utilizada para la henificacién
en esta regién es el pasto Guinea
(Panicum maximum). La calidad nu-
tritiva del heno depende de ciertos
factores y condiciones, principal-
mente de la calidad del forraje al
momento del corte. Lo mas reco-
mendable es realizar el corte alrede-
dor de la época de floracién del pasto
(40). Cuando el pasto aumenta en
edad el contenido proteico disminu-
ye aumentando el porcentaje de los
componentes de la pared celular, ce-
lulosa, hemicelulosa y lignina, esto
ocasiona que la digestibilidad de los
pastos se reduce. Las condiciones cli-
maticas, sol y Huvia, durante el pro-
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ceso de secado y empacado, asi como
el periodo de almacenamiento cau-
san disminucién de la calidad del
heno. Las condiciones ambientales
prevalecientes en la regi6n zuliana
hacen muy dificil 1a obtencién de he-
nos de muy buena calidad que per-
mitan por si solos garantizer una
buena produccién animal, 1> cual
hace necesario el uso de suplerientos
para mejorar la calidad del alimento
suministrado a los animales. La uti-
lizacién del heno debe planificarse
en funcién de su calidad, del ipo de
animal alimentarse y de la produc-
cién animal esperada (37).

El consumo voluntario del ali-
mento por el animal esta lizado a
muchos factores tanto de orig:n ani-
mal: capacidad ruminal, tasz de re-
mocién de la ingesta, genotipo, esta-
do fisiolégico, lactacidn, preriez,
edad, tamano corporal, alimentacién
previa y estado nutricional cel ani-
mal, como de origen vegetal: estruc-
tura fisica y quimica del forraje (12,
27, 28, 34, 38). Cuando se tiene un
déficit de proteina, el consumo vo-
luntario de alimento disriinuye
como consecuencia de alteraciones
en los mecanismes de control o debi-
do a que la flora miminal ha reducido
la tasa de digestion (27). Es impor-
tante mantener un adecuado nivel
de nitrégeno en ¢l animal para que
no baje el consumo. Para que no
ocurra una disminucién del consumo
de alimento por ol animal ¢l nivel
minimo requerido de proteina cruda
es de 7 por ciento, manteniéndose de
esta forma un balance de nitrégeno
positivo.
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Los henos producidos en la re-
gién zuliana son de regular a mala
calidad. Contenidos de proteina cru-
da de 5.2 por ciento fueron encontra-
dos en henos cosechados de diciem-
bre a febrero en la zona El Laberinto
(87). Estudios en henos de la zona El
Laberinto cosechados en dos épocas
del afio dieron como resultado que en
la primera época (diciembre a febre-
ro) el contenido de proteina cruda
oscilé entre 5.62 y 8.44 por ciento y
enla segunda época (veranito de San
Juan) oscilé entre 5.37 y 6.89 por
ciento (29). Dada la variacién que
puede encontrarse en el porcentaje
de proteina cruda en los henos elabo-
rados y a su baja calidad, la unidad
de produccién debe conocer la cali-
dad del heno elaborado y establecer
programas de alimentacién conside-
rando los requerimientos de alimen-
tacién de cada grupo o rebafio. Los
nutrientes consumidos por el animal
estan en funcién del alimento consu-
mido, del valor alimenticio y de la
eficiencia de utilizacién del alimen-
to digerido. El heno sélo no es ade-
cuado dada su calidad y el uso de
suplementos aumenta el costo de ali-
mentacién de la unidad de produc-
cién,

Se ha considerado el mejora-
miento de pastos lignificados, pues
su produccién ya esta establecida,
pero tradicionalmente se les utiliza
frescos y el ganado los consume por
pastoreo directo, practicas que dis-
minuyen notablemente la producti-
vidad de las siembras y el aprovecha-
miento del alimento por el animal.

Una alternativa que presenta
la mayor probabilidad de éxito es el

mejoramiento del heno de baja cali-
dad. Para esto se propone someter ¢l
heno cosechado y que resulte de baja
calidad, a un proceso fermentativ»,
que permitiria incrementar la di-
gestibilidad y calidad proteica del
mismo, de modo que se pueda mini-
mizar el uso de alimentos concentra-
dos de alto costo y por consiguiente
obtener un mayor rendimiento de las
unidades de produccién.

El proceso comenzaria con el
acondicionamiento del heno, que se-
ria la molienda y tamizado del mis-
mo hasta un tamafio que podria es-
tar entre 6-10 mm, luego se somete-
ria a un pre-tratamiento quimico op-
cional, segiin las necesidades y ca-
racteristicas del material, hasta aho-
ra se presentan dos vias con gran
potencialidad, lavado y humedeci-
miento con agua y explosién térmica
con amoniaco (Proceso AFEX). El «i-
guiente paso seria someter esta fibra
pre-tratada a un proceso uc fermen-
tacién con hongos celuloliticos.

Lograr incrementar el conteni-
do proteico y la digestibilidad del
heno implica obtener mayor produ.c-
cién de volumen por hectdrea y ma-
yor consumo de materia seca digeri-
ble por cabeza de ganado. Este tipo
de tecnologia ayudaria a reforzar la
implementacién de las practicas in-
tensivas de cria tan urgentes y nece-
sarias para asi aumentar la produe-
cién pecuaria en el pais.

La tecnologia que generaria
este proyecto y los productos de ella
derivados, entrarian a llenar un va-
cio en la produccién agropecuaria
sin sustitufr o competir con otros
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Figura 1. Mejoramiento del heno por tratamiento acuoso

insumos, debido a la alta demanda
existente. Este proyecto puede ge-
nerar tecnologia blanda, es decir, un
proceso que puede ser utilizado a
nivel de finca, lo que redundaria en
un aumento de rentabilidad a nivel
de produccién. A nivel social la con-
tratacién de personal para el manejo
de la tecnologia en el campo contri-
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buiria a aumentar el nivel de empleo
Yy remuneracion.

Esta alternativa se presenta
con gran viabilidad, dados los resul-
tados que se han obtenido de las nu-
merosas investigaciones han sido re-
alizadas con materiales lignocelul6-
sicos con un contenido de nitrégeno
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Figura 2. Mejoramiento del heno por el proceso AFEX

inicial muy bajo. La utilizacién de
los desechos lignocelulésicos que afio
tras afio se vienen acumulando en
los alrededores de fabricas, indus-
trias y fincas, enriquecidos con pro-
teina microbiana y suplementos mi-
nerales, resulta ser una alternativa
bastante atractiva para la alimenta-
cién de animales, particularmente
de rumiantes, ya que la mayoria de
estos materiales, ricos en lignocelu-
losa, dificilmente digeribles, son
muy abundantes en Venezuela y en
otros paises del adrea y constituyen
un gran potencial para suministrar
energia a la dieta de los animales.
Estudios realizados sobre la dispo-

nibilidad y localizacién de los resi-
duos lignocelul6sicos en Venezuela,
con miras a posteriores estudios de
produccién de proteina microbiana,
enzimas y metabolitos, muestran
que los residuos con mayor potencia-
bilidad de uso son el follaje de sorgo,
el bagazo y bagacillo de cafia de azt-
cary el follaje de maiz, no existiendo
entre ellos diferencias significativas
en cuanto a las posibilidades de su
aprovechamiento. Sin embargo,
para la produccién de proteina mi-
crobiana y enzimas se recomienda el
uso del bagacillo de cafia de azdcary
el follaje de sorgo (5).
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El bagacillo de cafia de azdcar
(Saccharum officinarum) es un dese-
cho agroindustrial que contiene
aproximadamente 30% de celulosa
(14) es altamente recomendable
para este propésito debido a la con-
tinua generacién de grandes canti-
dades, facilidad de recoleccién, nivel
de fibra y digestibilidad.

La celulosa es el mayor compo-
nente de estos materiales y est4 aso-
ciada a la lignina y hemicelulosas, lo
cual dificulta su aprovechamiento
por el animal y su degradacién es
muy dificil. Para promover la hidré-
lisis e incrementar su utilizacién
por los microorganismos y mejorar la
digestibilidad de los materiales lig-
nocelulésicos se han propuesto una
diversidad de tratamientos, entre los
cuales se encuentran tratamientos
con &lcali, 4cidos, solventes organi-
cos, sulfito, amonio, lavado y hume-
decimiento con agua, explosién tér-
mica con vapor y molienda. Todos
los materiales lignocelulésicos son
particularmente complejos y varia-
bles en su composicién y estructura,
por lo que un estudio de tratamien-
tos que potencialmente puedan me-
jorar la digestibilidad y accesibilidad
de la celulosa, debe ser especifico
para cada uno. Una revisién detalla-
da de diversos tratamientos aplica-
dos a materiales lignoceluldsicos ha
sido realizada por Ferrer y col., 1990.
Es importante destacar que el obje-
tivo no es exclusivamente eliminar
la lignina, en algunos casos bastara
con romper los enlaces que la unen a
los polisacaridos digeribles asi como
provocar hinchamiento de la estruc-
tura de éstos. Ademas cuando el ob-

jetivo es producir un alimento para
rumiantes, no sera satisfactoria la
eliminacién de la lignina, si ésta vie-
ne acompanada de eliminacién
apreciable de carbohidratos energé-
ticos como la celulosa y la hem celu-
losa. Uno de los tratamientos fisico-
quimicos mas ensayados y reporta-
dos en la literatura es el tratamiento
con hidréxido de sodio. Concentra-
ciones entre el 4 y 8 por cierto (g
NaOH/100 g material seco) son las
mas reportadas, aunque para resi-
duos de cana de azicar la més reco-
mendada es la del 5 por ciento. Sin
embargo no puede establecerse un
tratamiento 6ptimo sin considerar el
tiempo de contacto, la relacién liqui-
do/sélido y la temperatura, ya que
estos pardmetros inciden tanto sobre
los efectos del tratamiento corio en
la economia del proceso (14). El lava-
do y/o humedecimiento con agua
como tratamiento causa expsansio-
nes de la estructura capilar de la
celulosa y como consecuencia, un au-
mento del drea superficial, haciendo
asi mas accesible el sustrato al ata-
que enzimatico y microbioldgico
(3,4,6). Este tratamiento ha sido
poco ensayado, pero dado los bajos
costos del mismo es muy recomenda-
ble su estudio.

Aun no se ha encontraco un
tratamiento que sea efectivo y econé-
mico, que sea capaz de aumentar el
desdoblamiento de la lignocelulosa
en el rumen o la accesibilidad de la
celulosa al ataque enzimatico o de
microorganismos.

La factibilidad de estos proce-
sos de tratamiento depende princi-
palmente de bajos costos de la mate-
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ria prima, bajos costos de energia y
operacién y bajos costos de inversi6n,
en otras palabras, tecnologia de bajo
costo. En este sentido 1a mejor alter-
nativa tecnolégica la ofrecen los pro-
cesos donde el crecimiento microbia-
no se realice sobre sustratos sélidos
pre-tratados. En el tratamiento mi-
crobiolégico de sustratos lignocelulé-
sicos han sido probados un gran nu-
mero de microorganismos, con capa-
¢idad de atacar, consumir o hidroli-
zar celulosa, lignina o hemicelulosa.
Se ha encontrado que la deslignifica-
cién biolégica tiene un alto grado de
correlacién con el aumento de la di-
gestibilidad de los sustratos
(20,21,32). Una ventaja adicional de
esta alternativa es el mejoramiento
de la calidad del sustrato ya que se
le adiciona nitrégeno proteico con la
biomasa del microorganismo utiliza-
do(1, 3, 4,6, 7,10, 14). Sin embargo
no parece recomendable aumentar el
contenido proteico del sustrato a ex-
pensas de la energia metabolizable
proporcionada por la celulosa pre-
sente, a menos que el aumento de
digestibilidad causado por los trata-
mientos sea superior al 55 por ciento
(14, 29). Un aumento de diges-
tibilidad es buen indicador del mejo-
ramiento del sustrato, pero no del
mejoramiento nutricional absoluto
del alimento, ya que éste depende de
muchos factores que incluyen la pa-
latabilidad, 1a capacidad del rumen,
tiempo de residencia y toxicidad del
material para la flora ruminal. Ade-
mas de estos factores debe conside-
rarse también la susceptibilidad de
los polisacéaridos a ser hidrolizados
enzimaticamente. La digestibilidad
de los materiales lignocelulésicos es

un término sumamente amplio y
controversial, que se utiliza como
una medida del valor de los alime:-
tos, pretende definir la susceptibi i-
dad real que tiene un alimento de ser
aprovechado por un animal.

La tecnologia desarrollaca
para utilizar desechos lignocelul6si-
cos como sustratos de fermentacion
para producir enzimas y bioprotei-
nas, ademads de aliviar problemas de
orden alimentario, reduce la canti-
dad de desechos , disminuyendo asf
los riesgos de contaminacién. Los
procesos de fermentacién en estado
s6lido (FES) son los mas utilizados.
El término FES ha sido utilizado
para definir cualquier proceso de fer-
mentacién realizado sobre sustrato
s6lido o semi-sélido, o bien que oca-
rra en soportes nutricionales inertes
que faciliten al microorganismo la
utilizacién de nutrientes (2). Se con-
sidera que la fermentacién en estado
s6lido describe la transformacién ri-
crobiolégica de materiales biol6gicos
en su estado natural, en contraste
con la fermentacién sumergida, la
cual se lleva a cabo en soluciones
diluidas o suspensiones. El. creci-
miento sobre superficies sélidas as
caracteristico de hongos que destra-
yen la materia org4nica, alimentos y
materiales alimenticios, asi como de
algunas bacterias que participan en
compostaje y ensilaje.

El sistema de fermentacién en
estado sélido, ofrece ventajas sobre
el sumergido, entre las cuales se des-
tacan, a) reduccién del volumen de
medio liquido por unidad de sustra-
to, b) la baja humedad requerida
para maximo rendimiento de pro-
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ducto minimiza los problemas de
contaminacién bacteriana, c¢) no se
adicionan grandes cantidades de
agua al material bioldgico, el volu-
men de fermentacién permanece pe-
queno, menos manipulaciones son
necesarias y el costo de remocién de
agua al final de la fermentacién se
elimina, d) las condiciones bajo las
cuales se da el crecimiento del hongo
son més parecidas a las encontradas
en su habitat natural y las esporas
del hongo pueden ser utilizadas di-
rectamente en la fermentacién, e) el
producto deseado puede extraerse
facilmente y como es concentrado
puede secarse e incorporarse direc-
tamente dentro de un alimento para
animales, f) el espacio requerido por
los equipos de fermentacién es rela-
tivamente pequefio en comparacién
con los utilizados en fermentacién
sumergida. La tecnologia es sencilla
y de bajo costo. A pesar de todas
estas ventajas, también se conoce de
las dificultades existentes en cuanto
al control de la humedad, aireacién
v pH, asi como la remocién del calor
generado y el escalamiento de los
procesos de laboratorio a operacio-
nes a gran escala (2, 8, 19, 31, 35,).

Diferentes microorganismos,
con capacidad de hidrolizar celulosa,
hemicelulosa o lignina, han sido re-
comendados para la produccién de
proteina utilizando materiales ligno-
celuldsicos como sustratos de fer-
mentacién. Trichoderma reesei QM
9414 es uno de los microorganismos
mé4s ampliamente estudiado y ha
sido usado en numerosas investiga-
ciones tanto para la produccién de
celulasa como de proteina microbia-

na. Uno de esos estudios corresponde
a la evaluacién de este hongo en fer-
mentacién sumergida de bagazo de
cafna de azicar tratado con dlcali (3)
y sus resultados en cuanto a la pro-
duccién de proteina son obj:to de
comparacién en este trabajo. T, ree-
sei es un hongo excretor de un com-
plejo enzimético de celulasa d= gran
actividad, concretamente la cepa
QM 9414 es un mutante cuyo poder
de produccién de celulasa es cuatro
veces mayor que la cepa original QM
6a (22, 23). Chaetomiun cellulolyti-
cum ha sido sefialado como uno de
los mejores microorganismos para la
produccién de proteina micrcbiana
debido a su capacidad para uZilizar
eficientemente los materiales ligno-
celulésicos (7, 11, 18, 26, 33). Ch.
cellulolyticum presenta caracteris-
ticas ventajosas para la produccién
de proteina microbiana, tales como
termotolerancia, alto poder de pene-
tracién en las fibras de celulosa, ca-
pacidad de degradacién de celulosay
hemicelulosa, inocuidad y alta velo-
cidad de crecimiento (10, 11, 26). Ch.
cellulolyticum ha mostrado ser 6pti-
mo para la produccién de proteina
mientras que T. reesei es el mejor
productor de celulasa extracclular
(33). Parece que Ch. cellulolyticum
solo produce cantidades adecuadas
de celulasa para producir intzrme-
diarios asimilables, celobiosa y glu-
cosa, para la produccién de biomasa.
Asi 1a sintesis de celulasa se detiene
cuando el crecimiento se alcanza,
mientras que T. reesei continia pro-
duciendo enzimas. Se ha encontrado
que la composicién de aminoacidos
de Ch. cellulolyticum es genera men-
te mejor que la de T. reesei y se com-
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para favorablemente con la alfalfa,
harina de soya y con la proteina de
referencia de la soya (26).

En este trabajo se presenta la
evaluacién de un sustrato lignocelu-
16sico, el bagacillo de caria de azicar,
con el fin de utilizarlo parala produc-
cién de proteina microbiana para ali-

mento animal. El bagacillo de cafia
de azicar fué sometido a pre-trata-
mientos alcalino y acuoso. El proceso
de fermentaci6n en estado sélido fué
el seleccionado y se realizaron prue-
bas con T reesei y Ch. cellulolyti-
cum.

Materiales y métodos

Sustrato: Se utilizé bagacillo
de cafia de azicar, todo de un mismo
lote, proveniente del Central Azuca-
rero “El Palmar” ubicado en el Esta-
do Aragua.

Pre-tratamientos del sus-
trato: El bagacillo de cafia de azicar
se pre-trat6 con alcali y con agua, a
diferentes relaciones Liquido/Sélido
(L/S). El Cuadro 1 presenta el dise-
fio experimental de los pre-trata-
mientos del sustrato.

ocasién se recuperaron por filtra-
cién, utilizando un filtro Oklahoma.
El tratamiento acuoso (BTAL) se re-
aliz6 bajo las mismas condiciones
que el tratamiento alcalino, utilizan-
do agua destilada. Una vez tratados
los sustratos se sometieron a un pro-
ceso de secado a 80°C por 48 h y s2
guardaron bajo refrigeracién hasta
el momento de su uso.

Cuadro 1. Diseiio Experimental: Pre-tratamientos del sustratto

—Relaci(’)n Liquido/Sélido

:Fl_'fltamientos 1 2 5 )

AGUA BTAL-1 BTAL-2 BTAL-5

ALCALI BTL-1 BTL-2 BTL-5

NINGUNO - ~_BNT B
El tratamiento con alcali (BTL) Microorganismos:

se realizé con NaOH grado técnico y
se usaron 5 g de NaOH por cada 100
g de bagacillo seco y agua hasta ob-
tener la relacién liquido/sélido de-
seada. Se dejé en reposo por 30 min
a la temperatura ambiente del labo-
ratorio (29°C). Se lav6 tres veces con
agua acidulada a pH 2 y en cada

Trichoderma reesei QM 9414,
se mantiene en cufias de agar papa
con 0.025 por ciento de glucosa (13)
v a 28°C cubre la superficie con es-
poras de color verde en tiempos de
5-7 dias. Para lograr una abundante
esporulacién se prepard una suspen-
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si6n de esporas agregando 10 ml de
agua destilada estéril a una cuiia de
agar papa con esporas y luego se
inocularon fiolas de 250 ml con arroz
previamente lavado, escurrido y es-
terilizado a 121°C por 20 min. Una
vez inoculadas las fiolas se incuba-
ron a 28°C por 4 dias, al cabo de los
cuales se observa que el arroz esta
completamente lleno de esporas que
le confieren una coloracién verde in-
tenso. Para preparar la suspensién
de esporas se agrega agua destilada
estéril y luego se realiza el conteo en
la Camara de Neubauer para deter-
minar su concentracién. Para todas
las fermentaciones con 7. reesei QM
9414, el inéculo fue de 106 esporas/g
de sustrato. La cantidad de esporas
a inocular se pasé a medio mineral
de Mandels-Weber (23) para provo-
car su germinacién, ahorrando tiem-

(LUZ); Vol 11, No. 2, 1994

po de fermentacién. Las esporas se
incubaron a 28°C y 150 rpm de agi-
tacién por un tiempo que oscila entre
10 y 24 horas, determinandose por
observaciones al microscopio y to-
mandose como criterio que el tama-
fio de la hifa formada sea aproxima-
damente igual al diAmetro de lz es-
pora (17).

Chaetomiun cellulolyticum
ATCC 32319 se mantiene a 37°C en
cunias de agar conejarina (ATCC-
340). la superficie del agar se llena
de ascosporas de color negro en tiem-
pos de 4-6 dias. Para las fermenta-
ciones se usa un indculo micelial de
2 por ciento en peso (1). Se remueven
ascosporas de una cuiia de agar co-
nejarina con 10 ml de medio minzral
Mandels-Weber (23) que contiene
0.1% de extracto de levadura y 155 de
glucosa y se prepara una suspensién

s e N " i
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Figura 3. Disefio de las columnas de fermentacién
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de 2x10° esporas/ml. Esta suspen-
si6n se afiade a una fiola de 250 ml
con 90 ml del mismo medio y se in-
cuba por 48 h a 37°C y 250 rpm. Con
10 ml de esta suspensién micelial se
inocula una fiola de 250 ml con 100
ml de medio mineral Mandels-Weber
con 0.1% de extracto de levadura,
0.1% de glucosa y 1% de bagacillo de
cafia de azicar, se incuba por 48 h a
las mismas condiciones. La concen-
tracién final del micelio se ajusta a
3% p/v por eliminacién de parte del
liquido.

Fermentaciones

Las fermentaciones se realiza-
ron en una Unidad de fermentadores
de columna a escala de laboratorio
(30). Esta consiste de 30 columnas
de vidrio con entrada individual de
aire saturado de agua a un flujo de 4
I/h, colocadas en un bafio de agua a
temperatura controlada por un sis-
tema automadtico de control VENE-
TROL, Termotrol 2000. Cada colum-
na tiene una capacidad de 25-30 g de
material sélido himedo empacado
suavemente. Las fermentaciones se
realizaron a la relacién Carbono/Ni-
trogeno de 10 y 1a cantidad de medio
mineral agregada por gramo de sus-
trato se calculé en base ala humedad
de saturacién del sustrato. En las
fermentaciénes con 7. reesei QM

9414 se utiliz6 el medio Mandels-
Weber y temperatura de 28 °C y con
Ch. cellulolyticum, el medio Chahal-
Gray modificado (9) y temperatura
de 37°C. Todas las fermentaciones sie
realizaron por duplicado.

Tratamiento de las
muestras

Cada dia se retiraron dos co-
lumnas tomadas al azar. Previo a 118
anélisis todo el contenido de las mis-
mas se coloc6é en un recipiente y fize
uniformizado. El pH fue medido en
un suspensién de 5 g de este material
s6lido en 50 ml de agua destilada
estéril (30). El contenido de hume-
dad se determin6 mediante el usode
10 g de este material y una Balanza
de humedad (OHAUS Scale Corpo-
ration, modelo 6010). Estos 10 g se
mezclan con el resto del material
sélido y se someten a un lavado para
remover el nitrégeno residual, se re-
cuperan los sélidos por filtracién, se
secan a 80°C por 24 h y posterior-
mente se determina el contenido de
nitrégeno por el método Kjeldahl. El
porcentaje de proteina cruda (PC) se
estimé como el porcentaje de nitrége-
no por 6.25. A cada muestra se le
realizaron observaciones al micros-
copio para determinar el estado del
micelio y la esporulacién del hoago
sobre el sustrato.

Resultados y discusion

El Cuadro 2 se encuentran los
valores del contenido de proteina de
la fibra al final de las fermentacio-
nes. Alo largo del proceso el conteni-
do de proteina aumenté hasta obte-
nerse un maximo, valor que determi-
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na el final de las fermentaciones.
Observaciones al microscopio permi-
ten conocer que este mAximo coinci-
de con la aparici6n de estructuras
reproductivas de cada hongo.
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Cuadro 2. Porcentaje de proteina al final de las fermentaciones

'PORCENTAJE DE PROTEINA

SUSTRATO T reesei QM 9414 Ch.cellulolyticum
BNT 7.25 4.34
BTL-5 8.19 7.00
BTAL-5 6.94 6.44

* El contenido de proteina del bagacillo sin tratar ni fermentar es de 2.03 por ciento.

Los resultados muestran que
la fermentacién en estado sélido re-
alizada a nivel de laboratorio en co-
lumnas usando 7. reese: QM 9414 y
Ch. cellulolyticum detecta diferen-
cias apreciables entre los pre-trata-
mientos aplicados al bagacillo. Tanto
el pre-tratamiento alcalino como el
acuoso realizado a L/S de 5, prodyje-
ron un incremento significativo del
porcentaje de proteina despues de la
fermentacién. Basta con fermentar
el bagacillo (BNT) con 7, reesei para
triplicar su contenido proteico, seria
conveniente investigar si este valor
6.94 por ciento de proteina obtenido
con BTAL es limitantes en pruebas
en vivo, en relacién al consumo vo-
luntario por parte del animal.

En otro estudio se determiné la
digestibilidad en muestras de BNT
sin fermentar y fermentado con T.
reesel y se observé que la diges-
tibilidad ruminal aumento de 15.43
a 25.48 por ciento, lo cual correspon-
de a un incremento de 65 por ciento
(15). Este resultado demuestra que
el aumento producido en la diges-
tibilidad por el incremento del conte-
nido proteico del bagacillo al ser so-
metido a una fermentacién con T
reesei se produce a pesar de que la

celulosa disminuye. También se de-
muestra que la proteina del hongo es
altamente digerible en el rumen.

Resultados similares fusron
obtenidos por fermentacién sumer-
gida (FS) de bagacillo de cafia de
aziucar, de un mismo lote y pre-trata-
do con 4lcali a las mismas condicio-
nes (3, 13).

El Cuadro 3 presenta los resul-
tados de la produccién de proteina
obtenida por fermentacién de baga-
cillo de cafia de azucar tratado con
alcali (BTL-5) y no tratado (ENT)
todo de un mismo lote, por ambas
técnicas fermentativas. Los datos de
FES provienen de este traltajo,
mientras que los de F'S de los repor-
tados por Aiello (3). El aumento de la
produccén de proteina debido al tra-
tamiento alcalino, es de 12-13 por
ciento para ambas técnicas de fer-
mentacién. Se obseva también quela
produccién de proteina por ferraen-
tacién sumergida es superior y simi-
lar, tanto para bagacillo tratadc con
alcali (12-12.5 por ciento). Esto gpare-
ce indicar que la fermentaci6n su-
mergida es la técnica adecuada para
alcanzar mayores niveles de protei-
na en el bagacillo. Sin embargo la
produccién obtenida de fibra enri-
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Cuadro 3. Comparacién de la produccion de proteina por
fermentacion sumergida y sélida.

TECNICA FES FS % AUMENTO
SUSTRATO - -
BNT 7.25 8.16 12.5
BTL 8.19 9.17 12.0
%AUMENTO 130 12.4

quecida (bagacillo + proteina micro-
biana), tomando como base un mis-
mo volumen de fermentacién, seria
aproximadamente 2.5 veces mayor
en fermentacién sélida. Esto repre-
senta economia en los procesos a
gran escala, ya que se reduciria el
tamafio de los reactores de fermen-
tacién, asi como el efluente final ya
que el producto puede usarse direc-
tamente y no habria necesidad de
filtracién o centrifugacién.

T reeset ha sido poco utilizado
para la produccién de proteina mi-
crobiana por fermentacién en estado
sélido, por lo general se ha preferido
para la produccién de enzimas debi-
do a su complejo extracelular de ce-

lulasa de gran actividad. Ch. celiu-
lolyticum presenta menor produc-
cién de proteina en comparacién a 7
reesei en todos los sustratos pre-tra-
tados a L/S de 5, esto probablemente
debido a dificultades en el control de
humedad en las columnas, lo cual
causé una temprana esporulacién
del hongo (6).

El Cuadro 4. presenta los velo-
res finales de las fermentaciones de
Ch. cellulolyticum con los diferentes
sustratos pre-tratados. Se puede ob-
servar que el pre-tratamiento alcali-
no fue superior al acuoso. De ellos el
BTL-1 presenta el mayor porcentaje
de proteina (8.65 por ciento), el cual
representa un aumento de 3.3 veces

Cuadro 4. Contenido de proteina al final de las fermentaciones de

Ch. cellulolyticum.

SUSTRATO PORCENTAJE DE PROTEINA

BNT 4.34
BTL-1 8.65
BTL-2 7.43
BTL-5 7.00
BTAL-1 6.31
BTAL-2 6.97
BTAL-5 6.44
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en relacién al contenido de proteina
del bagacillo no tratado. Todos los
sustratos pre-tratados con 4lcali, al-
canzan o sobrepasan, después de la
fermentaci6n el nivel critico de 7 por
ciento, necesario para mantener el
consumo voluntario de alimento por
el animal.

El contenido proteico alcanza-
do en todas las fermentaciones con
de los bagacillos pre-tratados, desde
6.31 hasta 8.65 por ciento, demues-
tra la conveniencia de realizar la
evaluacién “in vivo” de estos produc-
tos, ya que su potencial como alimen-
to para rumiantes es muy alto. Tan-
to el pre-tratamiento alcalino como
el acuoso producen productes alta-

mente enriquecidos con protefnas,
por lo que se recomienda su evalua-
cién técnico-econémico. Estos resul-
tados hacen que las propuestas que
aparecen en las Figuras 1y 2 presen-
ten grandes probabilidades de exito,
dada la gran experiencia y conoci-
mientos que el manejo del bagacillo
de cafia de azicar y los procesos de
fermentacién en estado s6lidc han
brindado (3, 4, 6, 13, 14, 15). Actual-
mente se continda en la misma linea
de investigacién, tratando de mejo-
rar los resultados ya obtenidos y es-
calando los procesos de laboratorio a
procesos en escala piloto, con 2l fin
de evaluar “in vivo” el producto ob-
tenido.
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