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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un ind6culo de
levadura Kluyveromyces lactis, obtenida a partir de manzana de desecho de la
variedad Golden Delicious en la fermentacion en estado soélido (FES) de nopal
forrajero Opuntia spp. Durante el periodo de fermentacién fueron tomadas 3
muestras por tratamiento en diferentes tiempos (0, 6, 12, 24 y 48 h), a las
cuales se determind la temperatura, pH, nitrgeno amoniacal, acido lactico,
conteo de levaduras, azucares solubles y proteina cruda. Los datos se
evaluaron con el PROC MIXED del programa SAS, para un disefo al azar de 4
tratamientos con arreglo factorial 2x2. La temperatura se incrementé (P<0.01)
de la hO a la h12 en todos los tratamientos. El nitrbgeno amoniacal incrementd
(P<0.01) observandose diferencia entre la interaccionn inéculo por tiempo. El
acido lactico mostro diferencias (P<0.01) entre tratamientos con la interaccion
calcio por in6culo y entre in6culo por tiempo. En el conteo de levaduras se
observé un efecto de tratamiento (P<0.01) por la interaccion in6culo tiempo, la
concentracibn mas alta de levaduras se observd a partir de la hO
incrementandose de 8.3x10°+0.22 a 1.8x10'+0.22 cel/mL a la h48 en el
testigo, y de 3.2x10'+0.22 a la hO a 4.9x10°+0.22 cel/mL a la h48 en el
tratamiento con indculo. En los azucares solubles se observo efecto (P<0.01)
por tiempo. En la proteina cruda (PC) se encontré efecto de tratamiento
(P<0.01) en el uso del in6culo y por la interaccion indculo tiempo. Se concluye
que el uso del in6culo de levaduras en el nopal forrajero incremento
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significativamente su valor de proteina cruda de un 9.35 a 19.36 %PC en 12
horas de fermentacion, siendo una excelente alternativa para ser usado en la
alimentacion animal.

Palabras Clave: Levaduras, Fermentacion, Nopal.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of an inoculum of yeast
Kluyveromyces lactis, from apple waste on the variety Golden Delicious in solid
state fermentation (SSF) of forage prickly pear cactus Opuntia spp. During the
fermentation period, 3 samples were taken per treatment at different times (O,
6, 12, 24 and 48 h), which was determined by temperature, pH, ammonia
nitrogen, lactic acid, yeast count, soluble sugars and crude protein. The data
were evaluated with the procedure Proc Mixed for a random design of 4
treatments with 2x2 factorial arrangements. The temperature was increased
(P<0.01) of the hO to hl12 in all treatments. The ammonia nitrogen increased
(P<0.01) differences between inoculums by time interaction. The lactic acid
showed difference (P<0.01) between treatments with calcium interaction
between inoculum inoculum by time. Yeast counts showed a treatment effect
(P<0.01) by inoculum interaction time, the highest concentration of yeasts was
observed from the increase of hO 8.3x10°+0.22 to 1.8x10°+0.22 cel/mL h48 t1
to the witness, and 3.2x10°+0.22 to 4.9x10°+0.22 hO to h48 cel/mL treatment
with inoculum. Soluble sugars in effect was observed (P<0.01) by time. Crude
protein (CP) treatment effect was found (P <0.01) in the use of inoculum and
inoculum interaction time. It can be conclude, that the use of yeast inoculum in
the prickly pear cactus SSF subject to significantly increase crude protein value
of 9.35 to 19.36% PC in 12 hours of fermentation, being an excellent
alternative for use in animal feeding.

Key words: Yeast, Fermentation, Prickly pear.

INTRODUCCION

El nopal es una planta propia del paisaje mexicano y uno de los simbolos
mas importantes de la nacionalidad Mexicana. La importancia del nopal como
forraje en el siglo XIX fue reflejo de la necesidad de alimentacién del ganado en
zonas aridas del pais y en aquellas donde los periodos de sequia son muy
prolongados, constituyendo un excelente alimento para el ganado (Flores y
Aguirre, 1979; Vazquez y Gallegos, 1997; Aranda, 2006).

El nopal forrajero es util no sbélo porque sobrevive a las sequias, sino

también porque es mas eficiente que muchas gramineas o pastos
2

2de 11



Sitio Argentino de Produccién Animal

forrajeros de hoja ancha. La importancia forrajera del nopal Opuntia spp aplica
para el ganado, pero también ha sido usado como forraje para cerdos. Aun
durante los periodos de sequia en el verano o el invierno, el nopal permanece
verde, con buen nivel de vitamina A. Sin embargo, debe ser combinado con
otros alimentos para complementar la dieta diaria, debido a que tiene bajo
contenido de proteina, a pesar de ser rico en carbohidratos y calcio (Gutiérrez
et al., 2007).

Diversos estudios se han enfocado a evaluar el proceso de fermentacion en
la busqueda de su optimizacion (Becerra et al., 2008; Diaz-Plascencia et al.,
2010; Rodriguez et al., 2010), estos autores describieron la existencia de una
variabilidad en la concentracion y calidad nutritiva del producto, dependiendo
en su mayor parte, por los niveles de concentracibn de carbohidratos
estructurales del sustrato utilizado. El nopal ha surgido como una
alternativa importante por su adaptabilidad, costo y caracteristicas nutritivas.
Sin embargo, existen pocos estudios que aporten informacion sistematica
acerca del aprovechamiento real de los nutrientes contenidos en esta planta.
Por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de un in6culo
de levadura Kluyveromyces lactis, obtenida a partir de manzana de desecho de
la variedad Golden Delicious en la fermentacion en estado sdlido de nopal
forrajero Opuntia spp.

MATERIALES Y METODOS

Tratamientos y disefio experimental. El presente estudio se desarrollo
en el laboratorio de nutricion animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de
la Universidad Auténoma de Chihuahua, México; la cual se localizan en el
Kildmetro 1 del periférico Francisco R. Almada, a una altitud de 1595 msnm.

Se prepararon cuatro tratamientos (t) para evaluar la fermentacion en
estado solido de nopal forrajero. t1) 10 kg de nopal forrajero. t2) 10 kg de
nopal forrajero + 10 gr de calcio. t3) 10 kg de nopal forrajero + 100 mL de
in6culo de levadura K. lactis. t4) 10 kg de nopal forrajero + 100 mL de in6culo
de levadura K. lactis y 10 gr de calcio. Todos los tratamientos contaron con la
adicion de 20 gr de urea, 2 gr de sulfato de amonio, 5 gr de minerales traza.
Sus combinaciones fueron evaluadas en un fermentador vertical, mecanico
eléctrico de 15 kg cada tratamiento consto de 3 repeticiones. Durante el
periodo de fermentacion se puso a trabajar el fermentador por 30 minutos
antes de cada muestreo, esto con la finalidad de proporcionar el oxigeno
necesario en el fermentador para que se desarrollen los microorganismos
aerdbicos y tener un producto mas homogéneo de las muestras. Fueron
tomadas 3 muestras por tratamiento en los diferente tiempos (O, 6, 12, 24 y 48
h). A lo que posteriormente se determind: temperatura, pH, amoniaco, acido
lactico, conteo de levaduras, azucares solubles y proteina cruda.

Metodologia del trabajo. De la hora O a la 48 se tomo una muestra de
cada repeticion de 200 gr, en frascos de plastico y se congel6 a —5°C3
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para detener el proceso de fermentacidon y posteriormente se descongelaron a
temperatura de refrigeracion 4°C.

Temperatura (T). Se midié directamente con la ayuda de un termémetro
digital de una precision de £0.1 unidades.

pH. Se midié6 directamente en los frascos de plastico, donde se
recolectaron las muestras a la hora mencionada de cada muestreo, se
determind el pH midiéndolo con un potencidémetro digital de una precision de
#+0.1 unidades.

Nitrégeno Amoniacal (N-NH3). De las muestras liquidas obtenidas del la
hO a la h48 se tomaron 30 mL de la solucidn, se colocaron en recipientes de
plastico, se agregaron dos gotas de acido ortofosférico y se congelaron (-5°C)
para su conservacion hasta el momento de la determinacion de N-NH3 al
momento de la determinacién, las muestras se descongelaron a temperatura de
refrigeracion (4°C), la concentracion de N-NH3z de las muestras liquidas se
determind por colorimetria segun el procedimiento de Broderick y Kang (1980)
en un espectrofotometro Coleman Junior® Il modelo 6]20.

Acido Lactico (AcL). De las muestras liquidas obtenidas de la hO a la h48
para determinar pH, se tomaron 30 mL de la solucién, se colocaron en
recipientes de plastico, se agregaron tres gotas de acido ortofosforico y se
congelaron (-5°C) para su conservacion hasta el momento de la determinacion
de AcL. Al momento de la determinacidén, las muestras se descongelaron a
temperatura de refrigeracion, se centrifugaron a 1,500 rpm por 15 minutos y
permanecieron en refrigeracion (no mas de 48 h) mientras se procedi6é con el
analisis. La concentracion de AcL de las muestras liquidas se determind por
colorimetria segun el procedimiento de Taylor (1996) en un espectrofotémetro
Coleman Junior® Il modelo 6]20.

Conteo de Levaduras (CL). Para este analisis se tom6 como base la
metodologia descrita por Diaz, (2006). ElI CL se realizé6 por microscopia; con
una pipeta de volumen variable con un rango de 100 a 1000 pL y puntas
desechables, se tom6 1 mL de muestra liquida y se prepard una diluciéon serial
utilizando agua destilada como diluyente; con una pipeta de volumen variable
con un rango de 0.5 a 10 pL y puntas desechables se tomaron 10 pL de la
dilucién de cada muestra, y se colocaron en un hematocimetro (camara de
Neubauer) para el conteo.

Azucares Solubles (AS). Se determino por medio de un Refractobmetro
digital HI 96811, utilizando 3 gotas de muestra de los diferentes tratamientos
en las diferentes horas de muestreo para evaluar el contenido de azucar y lo
convierte en unidades Brix % de azucar en la concentracion. Las muestras de
sustrato tomadas de la hO a la h48 conservadas en congelacion, fueron
descongeladas a temperatura de refrigeracion, después de haber utilizado una
parte de estas para obtener las muestras liquidas, se tomo el resto de4
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cada muestra, se registré su peso y se deshidrataron a 60°C por 48 h, de este
modo se calculd su contenido de humedad y posteriormente, con estos datos se
calculé la proporcion y el comportamiento de la MS de los diferentes
tratamientos durante el proceso de la FES.

Proteina Cruda (PC). Se determind utilizando 0.2 g de las muestras
deshidratadas a 60 °C y molidas a 1mm obtenidas de cada uno de los
diferentes tratamientos evaluados del proceso de fermentacién Unicamente, el
andalisis se hizo con el procedimiento Kjeldahl AOAC, (2000) el resultado se
expreso en porcentaje de PC en base seca (BS).

Analisis estadistico. El disefio estadistico para este experimento se hizo
con un arreglo completamente aleatorio, considerando efectos fijos el nivel de
calcio y el nivel de in6culo; el efecto aleatorio del fermentador dentro de cada
tratamiento (parcela), el efecto de tiempo, el efecto de las interacciones de
calcio, in6culo y tiempo; los datos se evaluaron con el procedimiento PROC
MIXED del programa SAS, (2004) para un disefio al azar de 4 tratamientos con
arreglo factorial 2x2.

RESULTADOS Y DISCUSION

Temperatura (T). Esta variable tuvo un comportamiento (P<0.01) por el
efecto de in6culo mas calcio y por el efecto de la interaccion inéculo por tiempo,
durante la FES. La T se incrementdé (P<0.01) de la hO a la hl2 en los t,
posteriormente disminuyo para mantenerse cerca de la hora de incubacién a
partir de la h24. Los valores estimados de las medias en la hO de la FES fueron
de 22.45+0.19 a 24.11+0.19°C a la h1l2 en el testigo, y de 20.65+0.19 a
24.58+0.19°C en el tratamiento con inoculo. ElI calor acumulado en los
sustratos fermentados es el resultado de la actividad metabdlica de los
microorganismos; la temperatura también puede ser afectada por Ila
conductividad del material biolégico fermentado (lIbarra et al., 2002). En los
procesos de obtencion de sacharina y manzarina, la temperatura interna tiende
a mantenerse constante a pesar de los cambios de temperatura ambiental; aun
asi, esta puede influenciar ligeramente la temperatura del sustrato (Ruiz et al.,
2002; Rodriguez, 2009).

pH. Esta variable mostr6é efecto (P<0.04) para la interaccién in6culo por
tiempo. Los valores estimados de las medias en la hO de la FES descendio de
4.89+0.02 a 4.61+x0.02 a la h48 en el testigo y se incrementd de la hO
4.80%x0.02 a 4.82+0.02 a la h6 y posteriormente descendiéo a 4.40+0.02 h48
en el tratamiento con indéculo. El incrementé de pH en el tratamiento con
in6culo puede estar relacionado directamente con la produccion de NHz y con
una menor produccién de acidos organicos, asi lo mencionan (Elias et al., 1990;
Rodriguez et al., 2001). También esta relacionado con el incrementé del
contenido total de aminoacidos y productos alcalinizantes, Diaz-Plascencia et
al., (2010) en el desarrollo de un in6culo para raciones utilizando manzana
molida y melaza como sustratos en un medio liquido, observaron que eI5
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pH increment6 después de las 24h de fermentacion con valores de 4.00 a 5.50
y posteriormente bajo a pH de 4.45. Sin embargo no se encontro efecto para el
nivel de calcio, debido a que el nopal contiene grandes cantidades de ceniza y
minerales, lo que impidid el efecto del calcio por usar una concentracion menor
a la que el nopal tiene.

Nitrogeno Amoniacal (N-NH3). Esta variable incrementé (P<0.01),
observando diferencia entre la interaccion calcio por inéculo y entre inGculo por
tiempo. Los valores estimados de las medias de la hO se incrementaron de
0.31+0.01 a 0.44+0.01 Mm/mL a la h48 en el testigo y de 0.29+0.01 a la hO a
0.38+0.01 MmM/mL a la h48 en el tratamiento con in6culo. Este efecto es dado
por la urea afadida a los sustratos en los procesos de fermentacion, ya que es
transformada a NH3 por efecto de especies microbianas ureoliticas asi lo han
reportado diversos autores en diferentes trabajos en la producciéon de
manzarina y sacharina principalmente, mostrando efectos similares a este
(Valifio et al., 2002; Calderdn et al., 2005; Rodriguez, 2009) si el sustrato tiene
un aporte energético bajo, los microorganismos no pueden incorporarlo en la
formacién de aminoéacidos para su crecimiento o lo hacen en una proporcion
baja. Cuando se tiene un pH bajo el NH; producido es retenido en el sustrato,
Diaz-Plascencia et al., (2010). EI NHs también puede producirse por actividad
desaminativa y de esta manera el NHz puede ser utilizado por ciertos
microorganismos que no hidrolizan la urea agregada al medio de fermentacion
y como resultado de esto, la cantidad de algunos microorganismos presentes
en los sustratos fermentados se puede incrementar e incluso pueden
desaparecer, haciendo que se incrementen o bajen los niveles de NHj3 y se
modifiqgue el medio de fermentacion.

Acido Lactico (AclL). Esta variable mostro efecto (P<0.01), observando
diferencia entre tratamientos con la interaccion calcio por inéculo y entre
in6éculo por tiempo. Los valores estimados de las medias de la hO se
incrementaron de 2.30+0.05 a 2.63x0.05 Mm/mL a la h48 en el testigo y bajo
de 1.55+0.05 a la hO bajo a 0.91+0.05 Mm/mL a la h48 en el tratamiento con
in6culo. El incrementd de AcL en las fermentaciones inhibe el crecimiento
microbiano e induce a la muerte celular de la levadura o de los
microorganismos presentes (Madrid et al., 1999; Luvodico et al., 2001). Es
conocido que la toxicidad del AcL depende del pH en el sistema. Aun pH bajo, el
AcL presente se encuentra principalmente en forma no disociada y puede entrar
a la célula microbiana por difusion pasiva (Geros et al., 2000) en el citoplasma
se disocia debido al pH mas neutro y se liberan los protones, bajando el pH del
citoplasma, lo cual interfiere con algunos senderos metabdlicos (Schuller et al.,
2004), asi como en el transporte de nutrientes e iones, cambio en la estructura
de la membrana, en los acidos grasos y composicién de los fosfolipidos, asi
como en la sintesis de proteina (Madrid et al., 1999; Ramos et al., 2006). El
AcL es producido por el catabolismo de los carbohidratos y es el mejor indicador
de la correcta fermentacion de los forrajes en condiciones anaerobias, sin
embargo la levadura k. lactis tiene un efecto muy marcado en la utilizacién del

6
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AcL al utilizarlo como fuente de energia para seguir sobreviviendo por periodos
prolongados (Gréfica 1).

Conteo de Levaduras (CL). Se observdé un efecto (P<0.01) por la
interaccion indculo tiempo, esto indica que hubo diferencias en la cantidad de
levaduras con un comportamiento fluctuante en los distintos tratamientos en
funcion al tiempo de FES. La concentracion mas alta de levaduras se observo a
partir de la hO incrementandose de 8.3x10°+0.22 a 1.8x107+0.22 cel/mL a la
h48 en el testigo y de 3.2x10°+0.22 a la hO a 4.9x10'+0.22 cel/mL a la h48
en el tratamiento con inéculo. El crecimiento de algunos microorganismos que
se encuentran presentes de manera natural en diferentes tipos de sustratos, se
ve potencializado por la presencia de carbohidratos fermentables, iniciando el
proceso de FES, cuando hay condiciones de presencia de oxigeno y otros
nutrientes como el nitrogeno no proteico (NNP), las levaduras son las mas
favorecidas; en este caso el NNP se agrego con la adicion de urea y sulfato de
amonio (Elias et al., 1990; Becerra et al., 2008; Rodriguez et al., 2010),
(Gréfica 2).

Azucares Solubles (AS). Se observo efecto (P<0.01) por efecto del
tiempo, de manera que la disminucion de los azucares en los diferentes
tratamientos fue avanzando durante la fermentacion, este comportamiento es
normal debido a que conforme avanza el tiempo, se incrementa el nimero de
células lo cual provoca la disminucion de los azucares presentes en el medio
(Diaz-Plascencia et al., 2010), (Gréfica 3).

Proteina Cruda (PC). Se encontré un efecto (P<0.01) en el uso del
indculo y por la interaccion inoculo tiempo, incrementando a partir de la hO
incrementandose de 9.35+0.11 a 12.24+0.11%PC a la h48 como maximo en el
testigo y de 14.90+0.11 a la hO a 19.36+0.11%PC a la h12 como méaximo en el
tratamiento con indculo. El incremento de la PC concuerda con lo informado por
varios autores, pues en los procesos de fermentacion en estado sodlido la
proteina cruda del sustrato se incrementa con la adicion de NNP y por la adicion
de levaduras en el medio de fermentacion, actuando como un activador y como
un acelerador en las fermentaciones, haciendo mas eficientes el medio de
fermentacion (lbarra et al., 2002, Becerra et al. 2008; Rodriguez et al., 2010).

La disminucién de la PC en el tratamiento testigo, es debido a una pérdida
de NH3z por volatilizacion esto pudo haber sucedido en este experimento, ya que
la disminucion en la concentracion de PC, en el tratamiento con indculo coincide
con la disminucion del AcL, lo que representa para las levaduras K. lactis una
fuente importante de energia, para seguir creciendo; aunque también al no
haber mas cantidad de carbohidratos disponibles que transformar, comienzan a
degradase las mimas levaduras entre si (Grafica 4).
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CONCLUSIONES

Se concluye que el wuso del inéculo de Ilevaduras incrementd
significativamente su valor de proteina cruda de 9.35 a 19.36 % de PC en 12
horas de fermentacion.

El uso del inoculo de levaduras Kluyveromyces lactis favorecié la reduccién
del acido lactico durante el proceso de fermentacion.

Con estos resultados se pretende contribuir en uno de los problemas
fundamentales que impiden el desarrollo de la industria ganadera nacional, por
lo que el nopal forrajero sometido a un proceso de fermentacion puede ser la
solucién para producir carne y leche a un costo menor y reducir los consumos
de agua en las zonas aridas de nuestro pais.

Comparacion entre tratamientos en la fermentacion in vitro de nopal
forrajero utilizando un in6culo de levadura de manzana Kluyveromyces
lactis

Comportamiento del Acido Lactico Levaduras
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Degradacion de los Azucares Solubles Produccion de PC
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