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RESUMEN

El bagazo de Agave tequilana se ha considerado una alternativa para la alimentacioén
animal al producirse en grandes cantidades durante la elaboracion del tequila y tener
elementos nutritivos que pueden ser explotados. El bagazo cuenta con algunas
caracteristicas nutricionales importantes; como el contenido de proteina cruda (PC) que
vade 11 a 14% y su valor de energia metabolica que oscila entre 3.3 y 3.4 Mcal/Kg MS.
Sin embargo, su contenido de lignina es un problema ya que las bacterias del rumen no
pueden digerirlo. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de un
pretratamiento fingico (Pleurotus djamor) con 4 concentraciones de bagazo 100, 90, 80
y 70% mezclado con rastrojo de maiz, ya que se ha observado que los pretratamientos
disminuyen el contenido de lignina y aumentan la digestibilidad ruminal, por lo cual se
realiz6 la evaluacion por analisis quimico proximal (AQP) del bagazo sin pretratamiento
y bagazo tratado, observando un incremento en los porcentajes de digestibilidad que son
el resultado de la disminucion en el contenido de lignina. Se realizaron pruebas de
digestibilidad in vitro y digestibilidad aparente de la materia organica (MO) y fibra

detergente neutro (FDN) para comprobar los resultados.

Palabras claves: Digestibilidad, pretratamiento, fermentacion solida, forraje.
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Abstract.

Agave tequilana bagasse has been considered an alternative for animal feed because
it is produced in large quantities during tequila production and contains nutrients that can
be exploited. Bagasse has some important nutritional characteristics, such as a crude
protein (CP) content ranging from 11 to 14% and a metabolic energy value ranging from
3.3 to 3.4 Mcal/’kg DM. However, its lignin content is a problem, as rumen bacteria
cannot digest it. The present work aimed to evaluate the effect of a fungal pretreatment
(Pleurotus ostreatus) with 4 concentrations of bagasse 100, 90, 80 and 70% mixed with
corn stover, since it has been observed that pretreatments decrease the lignin content and
increase ruminal digestibility, for which the evaluation by proximate chemical analysis
(AQP) of the bagasse without pretreatment and treated bagasse was carried out,
observing an increase in the digestibility percentages that may be a result of the decrease
in lignin content. In vitro digestibility tests and apparent digestibility of organic matter
(OM) and neutral detergent fiber (NDF) were carried out, observing that the percentage

of lignin can be decreased and the percentage of digestibility increased.

Keywords: Digestibility, pretreatment, solid fermentation, forage.

10



11

I. INTRODUCCION

El bagazo de Agave tequilana es el residuo que resulta después de hornear y triturar
la pifia del Agave en el proceso para producir tequila, la cual es una bebida emblematica
de México.

Se estima que por cada tonelada de agave procesado se generan entre 0.3 y 0.5
toneladas de bagazo, lo que ha resultado en la acumulacion de miles de toneladas anuales
de este residuo que suele ser desechado en vertederos o acumulado a cielo abierto,
generando problemas ambientales como lixiviacion de compuestos organicos, emision
de gases de efecto invernadero y proliferacion de vectores patogenos.

Por lo cual la valorizacion del bagazo de agave como fuente alternativa de alimento
para rumiantes representa una oportunidad estratégica tanto ambiental como econdmica,
sin embargo, uno de los principales desafios para su introduccion efectiva en dietas
animales es su baja digestibilidad, la cual se debe a su alto contenido de compuestos
lignoceluldsicos. Estos componentes limitan la degradacion ruminal y, por tanto, reducen
la disponibilidad de nutrientes esenciales para los animales. Por ello, es indispensable
implementar un método que permita disminuir dichos niveles lignocelulosicos.

Este trabajo esta enfocado en reintroducir el bagazo de Agave tequilana a la cadena
productiva como recurso forrajero alternativo en la alimentacion de rumiantes, evaluando
un método bilogico (fungico) que permita el aumento en la digestibilidad del bagazo de
agave. Esta propuesta busca reintroducir a la cadena productiva los residuos del agave,
mejorar la sustentabilidad en la produccion ganadera y producir el hongo comestible
Pleurotus djamor.

La investigacion comprende el analisis composicional del bagazo antes y después
del tratamiento, la evaluacion de la digestibilidad mediante técnicas in vitro y la

evaluacion nutricional del hongo comestible P. djamor.
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II. ANTECEDENTES

2.1 La industria tequilera en México

La agroindustria es considerada una actividad fundamental para la supervivencia del
ser humano, sin embargo, debido al crecimiento acelerado de la poblacion actual dicha
actividad se realiza de manera lineal e intensiva generando a su vez miles de toneladas
de residuos agricolas (bagazos, pajas, rastrojos, etc), los cuales generalmente terminan
depositados en vertederos o quemados al aire libre generando contaminacion ambiental.
Uno de esos casos es el bagazo de Agave tequilana, la cual es la especie con mayor
importancia social, agroecoldgica y econdmica en México, su uso se remonta a la época
prehispanica, actualmente su importancia econémica se debe a la demanda mundial del
tequila (Lozano Arias, 2024).

El tequila se define por la Nom-006- scfi-2012, como “una bebida alcohdlica
regional obtenida por destilacion de mostos, preparados directa y originalmente del
material extraido, en las instalaciones de la fabrica de un Productor Autorizado la cual
debe estar ubicada en el territorio comprendido en la Declaracion, derivados de las
cabezas de Agave tequilana Weber var. azul, previa o posteriormente hidrolizadas o
cocidas, y sometidos a fermentacion alcohdlica con levaduras, cultivadas o no..... El
tequila es un liquido que puede tener color, cuando sea madurado, abocado, o afiadido
de un color especifico”’(Gémez-Cuevas et al., 2020).

Desde hace 30 afios se ha convertido en una bebida de renombre que se exporta a
nivel internacional con una produccion récord en 2019, de mas de 351 millones de litros.
Varios factores contribuyeron a este importante desarrollo como el establecimiento de
una Denominacion de Origen (la primera otorgada en México), el 13 de abril de 1978,
una internacionalizacion de la industria, un Consejo Regulador del Tequila que cuida la
calidad y la autenticidad, y una Camara Nacional de la Industria Tequilera que promueve
esta bebida, sobre todo fuera del pais.

La elaboracién de tequila se lleva a cabo a gran escala con la tecnologia mas

avanzada, principalmente en los estados que tienen la denominacion de origen,
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incidiendo también en los estados que producen mezcal a partir de Agave tequilana
Weber (Gschaedler Mathis et al., 2017).

Durante los tltimos 20 afios la produccion de tequila ha aumentado en 90% y por
consiguiente el bagazo de agave, solo en 2024 fueron desechados 605 mil toneladas de
bagazo de agave (CRT, 2025) y se espera que el crecimiento del mercado contintie
debido a que la denominacion de origen del tequila fue recientemente reconocida por la
Union Europea.

Si bien de manera tradicional el bagazo es utilizado como relleno para muebles,
colchones, ladrillos, composta (Guzman, 1997) o como combustible en hornos de leha
no se le ha encontrado un uso ni una disposicién definitiva por cual representa un
problema ambiental.

Su pH 4cido y su alto contenido de lignina han hecho complicada su insercion en
lineas de produccion de nuevos productos, asi como dificil de utilizar como composta.
Una gran ventaja de la utilizacion del bagazo del agave es la concentracidon geografica
del residuo; es decir, la mayor parte del bagazo esta disponible en una pequefia area.

Dicho bagazo es potencialmente Util como materia prima para la produccion de
alimentos, forrajes, ensilaje, agricultura, medicina, energia, medio ambiente, textiles,
cosméticos y estética, pero para ello es necesario disminuir los niveles del contenido de
lignina (Acosta Sotelo, 2023; Crespo Gonzalez et al., 2018a; Guzman-Davalos et al.,

1987; Hiittermann A. et al., 2000).

2.2 Manejo y disposicion del bagazo en México

En los tltimos afos, las mayores empresas tequileras han adoptado el proceso de
compostaje o degradacion bioldgica controlada como Unica forma de gestionar y
eliminar el bagazo de agave, mezclandolo con diferentes materiales como son las
vinazas, solidos del proceso del tequila, elaborando asi biofertilizantes, sin embargo, es
poco atractivo debido a que dicho proceso demora de 6 a 12 meses en ser completado

(Iniguez et al., 2004; Ifiiguez & J. Parra-Velasco, 2006).
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Se han realizado, ademas, diversos estudios para encontrar el aprovechamiento de dicho
residuo ya que sin tratamiento puede provocar contaminacion por lixiviados a mantos
freaticos, riesgos fitosanitarios y efectos negativos en la fertilidad de las tierras de cultivo
(Crespo Gonzalez, 2011). La mayor parte de estos estudios estdn enfocados en disminuir el
tiempo de compostaje, asi como su aprovechamiento (Acosta Sotelo, 2023; Crespo Gonzélez
et al., 2018b; Iniguez et al., 2004; Ihiguez & J. Parra-Velasco, 2006), los resultados han sido
poco alentadores, debido principalmente a que los altos costos no resultan sostenibles,
redituables ni beneficiosos (Idarraga et al., 1999; M. R. Rodriguez, 2004), incluidas aquellas
investigaciones enfocadas en el uso como alimento para rumiantes, (Delgadillo-Ruiz L. et

al., 2015; Grabber, 2005; fﬁiguez et al., 2001; Ramirez-Cortina C. R. et al., 2012).

La importancia de convertir los residuos agroindustriales en productos de valor agregado
va en aumento, en 2019 el valor de mercado de los productos de desecho agricolas alcanzé
un maximo de USD 63,3 mil millones en la industria de bebidas (Beltran-Ramirez et al.,
2019). Por lo cual, la valorizacion de los residuos agroindustriales aumenta los ingresos por
cosecha y mejora el sustento de la poblacion local, al mismo tiempo que reduce los costos
involucrados en la eliminacion de los desechos y minimiza la huella de carbono (Lucarini et

al., 2018; Singh et al., 2019).

2.3 Bagazo de agave: composicion y limitantes nutricionales

La composicion del bagazo de agave varia segin el proceso industrial empleado, pero en
general estd compuesto principalmente por celulosa, hemicelulosa, lignina y azucares, y
niveles nutricionales cercanos al rastrojo de maiz, por lo cual podria ser utilizado en la
alimentacion animal (tabla 1).

Sin embargo, el contenido de lignina presente en el bagazo limita su digestibilidad ya
que es un polimero de unidades de fenilpropano hidréfobo que permanece insoluble en todos
los solventes y es bastante resistente a la degradacion anaerdbica (Monties & Fukushima,

2001; Watanabe et al., 2003).

Es por esto, que el bagazo debe someterse a un pretratamiento que permita modificar su

composicion quimicay estructural y con ello facilitar el acceso de las enzimas celulasas sobre
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la celulosa para obtener azlicares fermentables haciendo que la biomasa sea mas accesible a

la digestion (Kumari & Singh, 2018).

2.4 Pretratamientos para residuos lignocelulosicos

Se han creado una amplia variedad de pretratamientos para residuos lignocelulosicos con
el fin de separar la mayor parte de la lignina presente en este tipo de residuo (figura 1), estos
tratamientos buscan aumentar el grado de disponibilidad de la biomasa para la enzima

encargada de la hidrolisis (Madadi & Abbas, 2017).

Un pretratamiento efectivo debe ser econdmico, eliminar la mayor cantidad de lignina
presente, incrementar la porosidad, reducir la cristalinidad de la celulosa, no debe producir
residuos toxicos y finalmente debe adaptarse al tipo de biomasa y producto final deseado
(Banerjee et al., 2011; Sun & Cheng, 2002).

Existen varios tipos de pretratamiento de materiales lignoceluldsicos: fisicos (mecéanico
e irradiacidon), quimicos (dlcalis, acidos, oxidantivo y organosolventes), fisicoquimicos
(extrusion, hidrotérmico, explosion de vapor, explosion de fibra de amoniaco [AFEX] y
oxidacion himeda) y bioldgicos (microorganismos y enzimaticos), su eficiencia varia segiin
la biomasa (Abraham et al., 2020). La eleccion del pretratamiento adecuado depende del

producto final deseado.
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Figura 3. Efecto de un pretratamiento en la estructura de biomasa lignocelulésica, imagen realizada con IA.
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Pretratamientos fisicos
Mecanico:

Los métodos de pretratamiento mecanico incluyen astillado, esmerilado, molienda etc.
en los que se pueden utilizar diferentes herramientas. Tales pretratamientos mecanicos
conducen a una reduccion en el tamafio de las particulas a un polvo fino, aumentando asi el
area superficial de la celulosa y reduciendo su grado de cristalinidad, al mismo tiempo que
disminuye el grado de polimerizacion de celulosas y hemicelulosas (Galbe & Zacchi, 2007;
Taherzadeh & Karimi, 2008). Después de la trituracion, se liberan compuestos organicos
solubles debido a que las células se destruyen (Palmowski & Miiller, 2000). Sin embargo,
este tipo de pretratamientos no es rentable ya que requiere demasiada energia (Hendriks &

Zeeman, 2009).
Extrusion

En este pretratamiento la biomasa se somete a calor, compresion y fuerza de
cizallamiento, lo que provoca cambios estructurales y alteraciones quimicas en las células de

la biomasa al pasar por la extrusora (Zheng et al., 2014).
Irradiacion:

La irradiacion de microondas eleva la temperatura del agua intercelular hasta evaporarla,
con lo cual se rompen los enlaces de hidrogeno haciendo que la estabilidad de las moléculas
de lignocelulosa disminuya. Por su parte la celulosa es bastante estable a la radiacion en
comparacion con el agua (Eskicioglu et al., 2007; P. Kumar et al., 2009; Pellera & Gidarakos,
2017).

Sin embargo, el pretratamiento con microondas tiene varias desventajas, incluido el alto
consumo de energia, los procedimientos de operacion complicados y el estricto monitoreo de

equipos (A. Singh & Bishnoi, 2012; Urbaniec & Grabarczyk, 2009).
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Pretratamientos quimicos
Su modelo de accion depende del agente quimico que se utilice (acido, alcalis, oxidativo

y organosolventes) asi como de las condiciones de aplicacion.

Acido

Durante este pretratamiento la principal reaccion que se produce es la hidrélisis de
hemicelulosa, debido a la interrupcion de las fuerzas de Van der Waals, rompiendo los
enlaces de hidrogeno y los enlaces covalentes con lo cual se forman unidades pentosas
solubles en agua lignina/fenolicos-carbohidratos.

Los acidos comunmente utilizados son acido sulfurico, acido clorhidrico, fosforico,
nitrico y acético. Las desventajas del pretratamiento acido a bajas temperaturas son: que
implica un reactivo corrosivo, con su correspondiente neutralizacion y su manejo es peligroso

(Hendriks & Zeeman, 2009; Hernandez-Salas J. M. et al., 2009; C. E., Wyman et al., 2005; Yang &
Wyman, 2009; Zheng et al., 2014).

Alcalisis

Al utilizar un agente quimico alcalino, la lignina es removida por solubilizacién dejando
las celulosas existentes casi intactas. El mecanismo de accidn de la hidrolisis alcalina induce
a la hinchazon de las particulas organicas por accioén de los aniones hidroxilo (OH-) con lo
cual se rompen los enlaces éster intermoleculares que unen los xilanos de la hemicelulosa y
la lignina (Hendriks & Zeeman, 2009; A. Singh & Bishnoi, 2013).

Los alcalis més utilizados son hidroxido de sodio, calcio (Ca (OH)»), potasio (KOH) y
amoniaco con concentraciones entre 2-15% a temperaturas entre 70-121 °C (Karuppiah &
Ebenezer, 2019; Rodrigues et al., 2016).

La combinacion de tratamientos alcalinos con temperatura hace que la solubilizacion de

la lignina sea mas efectiva (Talebnia et al., 2010).
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Oxidativo

El pretratamiento oxidativo solubiliza la lignina y la hemicelulosa y aumenta el area
superficial de la celulosa. Los 6xidos mas utilizados son (H202, O3, FeClz) pero también
puede utilizarse la oxidacion de Fenton, ozono y ozono combinado con H,O, y Fe*'

(Abraham et al., 2020).
Ozono

El proceso de ozonizacion consiste en hacer burbujear el ozono a través de la biomasa,
que resulta en la ruptura eficiente de la pared celular y la liberacion de compuestos organicos
mas solubles y fAcilmente biodegradables. Tiene el potencial de degradar entre el 20 y el 60%
de la lignina, mientras que la hemicelulosa es ligeramente afectada y la celulosa queda intacta

(Sun & Cheng, 2002).

Aunque el proceso se lleva a cabo a temperatura ambiente y presion normal, este
pretratamiento requiere una gran cantidad de ozono, por lo que los costos son altos (Elliott

& Mahmood, 2007; P. Kumar et al., 2009).
Pretratamiento fisicoquimico
Hidrotérmico

Durante el tratamiento con agua caliente (LHW), el sustrato lignocelulosico se calienta
a una temperatura de entre 200230 °C durante algunos minutos de esta manera las particulas
de agua penetran en la biomasa, aumentando el 4rea de contacto y eliminando con ello el
total de hemicelulosas, entre el 35 y el 60 % de ligninas y entre el 4 y el 22 % celulosa

(Mosier et al., 2005; C. E., Wyman et al., 2005).

Los materiales lignoceluldsicos sufren cambios en sus estructuras causados por la accion
del agua y las altas temperaturas, debido a que se acelera el proceso de hidrolisis, aumentando
la degradacion de la hemicelulosa y el area superficial debido a la hinchazon que provoca la

presencia de calor y H>O en la celulosa (Garrote G. et al., 2002).
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Explosion de vapor

Durante la explosion de vapor, la biomasa se expone a altas temperaturas temperatura de
entre 160—260°C con presion de 7-50 bar para permitir que el vapor penetre en la estructura
del sustrato durante unos minutos. Posteriormente se reduce la presion repentinamente
permitiendo que las moléculas de agua escapen de manera explosiva. Este pretratamiento

abre las células, aumenta la superficie, y mejora la digestibilidad de la biomasa

Una limitacion de la explosion de vapor es la interrupcion incompleta de la matriz de

lignina-carbohidrato (Kumar P. et al., 2009).
Afex (explosion de fibra de amoniaco)

AFEX es un pretratamiento fisicoquimico en el que la biomasa se expone a amoniaco
liquido a una temperatura de entre 90-120 °C, durante un periodo de 30 min, seguido de la
repentina reduccion de la presion, con lo cual se reduce el contenido de lignina, aumenta el
area superficial y celulosa y hemicelulosa se conservan bien, mostrando poca o ninguna
degradacion. Este pretratamiento no es efectivo para sustratos con alto contenido de lignina

(R. Kumar & Wyman, 2009; Venkata S. P. B., 2013).
Pretratamientos biologicos

Los métodos bioldgicos tienen como objetivo el tratamiento de la hemicelulosa y la
lignina utilizando complejos enzimaticos hidroliticos que pueden ser de origen bacteriano 6
fingico y poseen la capacidad de solubilizar los compuestos orgéanicos presentes en la
biomasa con un minimo consumo de energia, sin cambios drésticos en la biomasa, por lo cual

han cobrado relevancia como una alternativa sostenible (Sindhu et al., 2016).

En el caso de las enzimas bacterianas son muy favorecidos los complejos enzimaticos
llamados celulosomas (Menon & Rao, 2012), los cuales mejoran considerablemente los
procesos cataliticos por ser complejos enzimaticos los responsables de las reacciones

cataliticas y no enzimas aisladas.
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Las fuentes de enzimas hidroliticas mas citadas provienen de los hongos sobresaliendo
el género Trichoderma y algunos basidiomicetos debido a que producen enzimas
extracelulares que son muy estables y eficientes, sin embargo, son poco atractivos desde el
punto de vista productivo debido a su velocidad de reaccion (Wan & Li, 2012; V. Wyman et
al., 2018).

Fungico

La capacidad de los hongos para degradar materiales lignocelulosicos se debe a su
sistema enzimatico inico, ya que poseen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: el
sistema hidrolitico, que produce hidrolasas para degradar polisacaridos y el sistema

ligninolitico oxidativo, que degrada la lignina y abre los anillos de fenilo.

El pretratamiento flingico degrada selectivamente la lignina, lo que permite la
biodisponibilidad de la celulosa y hemicelulosa, actualmente se utilizan diversos hongos
entre los que destacan Trichoderma reesei, Saccharomyces cerevissiae, Oxispurus sp.
Auricularia auricula, Pleurotus ostreatus, Schizophyllum commune, causantes de
podredumbre parda, blanca y blanda, siendo los hongos de podredumbre blanca los mas

eficaces (Amirta et al., 2006).

Los hongos de la pudricion blanca, particularmente Pleurotus ostreatus y otras especies
del género Pleurotus, destacan por su capacidad para producir enzimas ligninoliticas como
lacasas, manganeso peroxidasas (MnP) y lignina peroxidasas (LiP) y llevar a cabo la

biodegradacion de la lignina en multiples etapas (Giardina et al., 2000).

En este caso se utilizd pretratamiento fingico utilizando el hongo comestible Pleurotus
djamor, este proceso es una alternativa biotecnologica con la cual podemos obtener alimentos
con alto valor nutricional y comercial.

2.5 Uso del hongo Pleurotus djamor como agente biotecnoldgico

Los hongos basidiomicetos del género Pleurotus sp. son degradadores de madera que
crecen de manera natural sobre arboles enfermos, tocones, pifias, etc (Alexopoulos C. J. &
Mims C. W., 1979). Han sido ampliamente estudiados por su capacidad de degradar residuos

lignoceluldsicos mediante biodegradacion fungica selectiva, sin afectar la celulosa, lo cual
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convierte al género en un agente biotecnologico ideal para el pretratamiento de forrajes de
baja calidad (Bernabé-Gonzalez T. et al., 2004; Philippoussis et al., 2001; Pifia-Guzmén et
al., 2016).

El proceso biotecnoldgico por el cual un hongo puede ser cultivado sobre estos residuos
es conocido como fermentacion en fase sélida (FES) (Fazenda et al., 2008). Realizar la
fermentacion solida como pretratamiento permitira degradar el contenido de lignina a bajo
costo y mejorar la digestibilidad in vitro de la materia seca. Al mismo tiempo, el crecimiento
fingico incrementa el contenido proteico del sustrato debido a la biomasa micelial lo que
convierte al bagazo tratado en un sustrato mas digestible, y mas nutritivo para rumiantes. Una
vez que el hongo completa su ciclo de vida sobre el sustrato, este recibe el nombre de sustrato
de hongos gastado SMS por sus siglas en inglés el cual es en un subproducto que puede ser
nuevamente utilizado para producir biofertilizantes, alimentos para animales,

biocombustibles entre muchos otros (El-Ramady et al., 2022; Oliveira Vieira et al., 2022).

2.6 Pleurotus djamor

El uso particular de Pleurotus djamor tiene beneficios adicionales como la generacioén
de hongos comestibles (setas rosas), la reduccion del residuo, el reciclaje y valorizacion

econdmica del bagazo.

Pleurotus djamor es un hongo comestible, de amplia distribucion en América Latina
conocido como seta rosa. Es considerada una especie tropical debido a su capacidad de crecer
a temperaturas de hasta 33 °C, desarrolla cuerpos fructiferos gregarios con pileo y estipite de
color rosa intenso a rosa palido que se decolora con la edad. El pileo o sombrero tiene forma
convexa, ligeramente deprimida al centro, liso con marguen poco enrollado cuando es joven
y liso al madurar, que miden entre 3 cm a 15 cm. El estipite es cilindrico, excéntrico o lateral,
corto o ausente especialmente cuando crece en racimos. El himendforo es decurrente, con
laminas delgadas y rectas, bastante apretadas de color rosa claro a beige. Es saprofito y crece
tocones, arboles muertos y madera en general, posee un olor fingico, carne suave y sabor

agradable al paladar (Index Fungorum, 2025; Stamets, 2000).
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Figura 4 Cuerpo fructifero de Pleurotus djamor, imagen generada con [A.

Se ha encontrado creciendo de forma silvestre en varios estados de nuestro pais por lo
que no representa un riesgo fitosanitario al ecosistema.

Ademas de poseer un agradable sabor, tienen un alto valor nutricional y nutracéutico
debido a la presencia de numerosos compuestos bioactivos (Cruz-Moreno et al., 2023;
Fogarasi et al., 2020; Martinez-Flores et al., 2021; Salmones, 2017; Vega et al., 2022; Vega
& Franco, 2013).

2.7 Aplicacion del bagazo tratado en la alimentacion animal

Se han realizado varios experimentos para utilizar el bagazo de Agave tequilana como
complemento en la dieta de diferentes rumiantes como son cabras, ovejas, carneros y vacas
utilizando diversos pretratamientos quimicos que aumentan el porcentaje de digestibilidad.
Sin embargo, los costos son elevados, el manejo es complicado, en el proceso aparecen
productos que son daiiinos a la nutricion del rumen y ademas no son econdmicamente viables.
Los pretratamientos que reportan mejor beneficio y eficiencia incluyen hidrolisis alcalina y
oxidacion por peréxido de hidrégeno (ffiiguez et al., 2001; Patrick, 2000; Ramirez-Cortina

C.R.etal., 2012; I. Rodriguez, 2005; Zamudio et al., 2009)
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Por otro lado, los estudios de (Fonseca G. G. et al., 2009; Kutlu H. R. et al., 2000;
Ramirez-Bribiesca J.E. et al., 2010; Villas-Boas S. G. et al., 2003), demostraron que el uso
de residuos agroindustriales (rastrojo de maiz, paja de cebada, paja de arroz) pretratados con
hongos del género Pleurotus pueden ser utilizados como complemento en dietas de

rumiantes.

2.8 Calidad de forrajes

La alimentacion animal constituye uno de los componentes mas caros en las
explotaciones de produccién animal, una alternativa para disminuir los costos de
alimentacion es el uso de forrajes de calidad (Espinoza-Ortega A. et al., 2007); la calidad de
un forraje es determinada por la composicién quimica (proteina cruda, humedad, cenizas,
extracto etéreo, extracto libre de nitrogeno), el contenido de fibra (fibra detergente neutro,
fibra detergente acido, lignina) y la digestibilidad. Se entiende por digestibilidad a la porcién
de alimento que una vez ingerido desaparece en el tracto digestivo o en un proceso de
laboratorio y no es excretado, debido a la solubilizacioén y trabajo de los microorganismos

ruminales(Minson, 1990).

Conocer estos valores permite establecer el valor nutritivo que tiene un forraje y ayuda

a formular dietas balanceadas para los animales (Bochi-Brum et al., 1999).

Las pruebas in vitro resultan menos laboriosas, costosas, rapidas y accesibles comparadas
con las pruebas in vivo, y la cantidad de material organico degradado o disuelto esta
correlacionado a los valores de digestibilidad in vivo por lo que los resultados pueden ser

utilizados como indices en pruebas comparativas (Giraldo L. A. et al., 2007)
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2.9 Alimentacion de rumiantes en México

La alimentacion de los rumiantes en México depende principalmente de pastos, los
cuales muestran una irregular oferta dependiendo de la época del afio, asi durante las lluvias
pueden resultar satisfactorios y durante la estacion seca, su calidad y cantidad se ve
seriamente afectada (Minson, 1990).

Cuando no se cuenta con los recursos suficientes para alimentar correctamente al ganado
o bien el recurso energético es pobre se destaca la necesidad de suplementacion estratégica
utilizando recursos complementarios al pastoreo (Araque et al., 2000; Cobb, 2002). Existen
diversos tipos de suplementos que son empleados en la alimentacion de los rumiantes como
heno, ensilaje, excretas de animales, sales minerales, alimentos balanceados comerciales y
alimentos balanceados elaborados en las explotaciones agropecuarias (Tobia C. Vargas &
Rojas A., 2000) Por lo que contribuir con un forraje alternativo incrementa las opciones de

suplementos y contribuye a reducir los costos de alimentacion.

Uno de los forrajes mas utilizados como alimento en México es el rastrojo de maiz, su
composicién quimica posee valores cercanos a los valores del bagazo de agave (tabla 1) por
lo que se espera que este ultimo pueda ser integrado de manera satisfactoria como un forraje

alternativo al terminar el pretratamiento con el hongo P. djamor.

Tabla 1. Composicion quimica del Bagazo de Agave y rastrojo de maiz.

Parametro Bagazo Rastrojo de maiz
Humedad (%) 5% 16.88%
Materia organica base seca 88-95 80-85
(%)
Fibra (% MS) 77 83.12
Proteina % 10.30 5.78
Celulosa (% fibra seca) 31-56
Hemicelulosas (% fibra seca) 11-24.5
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Cenizas % 15-17 11.34
Nitrogeno (% MS) 3
Grasas (% MS) 1
Minerales (% MS) 6
Pectinas (%MS) 1
Azucares reductores (% MS) 7
FDN 53.40 81.61
FDA 38.40 58.75
LDA (lignina) 11-19.5 12.68

(ffiiguez et al., 2001); Saucedo-Luna et al. 2011; Corona-Gonzalez et al. 2016.

Este trabajo se centrard en el incremento de la digestibilidad del bagazo de Agave
tequilana por medio del pretratamiento con el hongo comestible P. djamor para su uso como

forraje alternativo en la dieta de rumiantes.

El uso de esta estrategia se alinea con los principios de la economia circular y la
sostenibilidad agropecuaria, al transformar un residuo contaminante en un insumo
productivo. Reduce los costos de alimentacion animal en zonas donde la produccion de agave
es abundante y el acceso a forrajes convencionales es limitado. Y al mismo tiempo ofrece

una alternativa de alimento para consumo humano.
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[II. HIPOTESIS

El pretratamiento fingico con Pleurotus djamor sobre el bagazo de Agave tequilana
disminuye los niveles de lignina, por lo que aumenta la digestibilidad en comparacién con el

bagazo no tratado, de manera que podra ser utilizado como forraje alternativo para rumiantes.

IV. OBIJETIVOS

Determinar el procedimiento para reducir el nivel de lignina del bagazo de Agave
tequilana utilizando el hongo Pleurotus djamor y con ello aumentar la digestibilidad para

utilizarlo como forraje para rumiantes.
Objetivos especificos:
1. Adecuacion de una camara de cultivo para el desarrollo de hongos Macromicetos.

2. Llevar a cabo un pretratamiento por fermentacion en estado so6lido (FES) con P.

djamor a 4 concentraciones de bagazo de agave 100%, 90%, 80% y 70%.

3. Determinar la composicién bromatoldgica del bagazo de agave no tratado y tratado
(sustrato gastado) para conocer el efecto del pretratamiento sobre las caracteristicas

nutricionales del sustrato.

4. Evaluar la textura de los cuerpos fructiferos de P. djamor, asi como sus compuestos
fenodlicos para su posterior consumo.
5. Cuantificar el porcentaje de lignina disponible antes y después de aplicar el

pretratamiento en bagazo de Agave tequilana con el hongo Pleurotus djamor.

6. Conocer el efecto del pretratamiento en la degradabilidad, cinética de degradacion de
la materia seca (MS) y materia organica (MO), in vitro del bagazo de Agave tequilana antes

y después del pretratamiento con el hongo Pleurotus djamor.

7. Evaluar el contenido de compuestos fenolicos, compuestos no fendlicos y actividad

antioxidante de los sustratos gastados.
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V. METODOLOGIA

Los experimentos se realizaron en diversos campus de la Universidad Autéonoma de
Querétaro. El pretratamiento fungico se realizo en las instalaciones del campus Amazcala,
perteneciente a la Facultad de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ-

FI), localizado en Carretera Chichimequillas. s/n km. 1. El Marqués, Querétaro.

Las pruebas in vitro asi como el andlisis quimico proximal se realizaron en el laboratorio
de nutricion animal (UAQ-FCN) campus Juriquilla, Querétaro. Las determinaciones de
compuestos fendlicos, taninos y actividad antioxidante se realizaron en el laboratorio de

metabolitos y nanocompositos (UAQ- FI) campus Aeropuerto.

PROCEDIMIENTO PARA REDUCIR
EL NIVEL DE LIGNINA DEL BAGAZO
DE Agave tequilana CON Pleurotus djamor
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Figura 5. Diagrama general, imagen generada con IA.
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**Para fines practicos la metodologia se ha descrito de manera que pueda desarrollarse

cada objetivo.

5.1 Objetivo 1: Adecuacion de una camara de cultivo para hongos Macromicetos.

Para llevar a cabo el cultivo se realizé el disefo para la adecuacion de una cdmara de
cultivo de 50 m3, utilizando SketchUp software 2022. La cdmara cuenta con las siguientes
especificaciones:

o Riego automatico por aspersion impulsada por bomba de 'z caballo de fuerza,
programada por medio de un Timer Steren

o Sensor temperatura y humedad Elitech STC-1000Pro

o Sensor de temperatura y humedad a distancia Swich Bot

o Sensor de luz, temperatura, humedad y concentraciéon de CO? (fabricado
especialmente para el proyecto), arduino con microSD, sensor DHT22, reloj en
tiempo real, sensor calidad de aire, pantalla LSD, bocina y luz let.

o Focos de luz célida

o Ventilador

o Soportes de crecimiento fabricados en ptr cuadrado de %4 (4.5largo, 2m de

altura, 1.05 m de ancho).
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Figura 5. Diseflo de la camara de crecimiento vista superior dorsal.
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Figura 6. Disefio de la camara de crecimiento vista superior.
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Figura 8. Disefio de los soportes para crecimiento.
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5.2 Objetivo 2: Llevar a cabo un pretratamiento por fermentacion en estado sélido (FES)

Para llevar a cabo el pretratamiento por FES sobre bagazo de Agave tequilana con el
hongo Pleurotus djamor se llevara a cabo un montaje de cultivo, sobre una mezcla de sustrato
compuesto por bagazo de Agave tequilana y rastrojo de maiz en cuatro diferentes porcentajes,
replicando el modelo previamente establecido por (Cruz-Moreno et al., 2023) (tabla 2). Cada
cultivo contara con 4 réplicas, teniendo como control rastrojo de maiz al 100% (TO) debido
a que el rastrojo de maiz es uno de los forrajes mas utilizados como alimento de rumiantes
en nuestro pais y al mismo tiempo es un excelente sustrato para el cultivo del género

Pleurotus con valores de Eficiencia biologica (EB) que llegan a superar el 100%.

La eficiencia bioldgica de cada uno de los tratamientos se calculard como medida

indirecta del pretratamiento sobre cada sustrato.

Variables Independientes:

Sustrato: bagazo de agave al 70%, 80%, 90%,100% complementado con rastrojo de maiz

al 30%, 20% ,10% y 0% respectivamente.

Tabla 2 .Contenido de sustrato

Tratamiento

TO 0 g bagazo de agave + 1000g rastrojo de maiz
T1 700g bagazo de agave + 300g rastrojo de maiz
T2 800g bagazo de agave + 200g rastrojo de maiz
T3 900g bagazo de agave + 100g rastrojo de maiz
T4 1000g bagazo de agave + Og rastrojo de maiz
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Variables dependientes
BAGAZO:

e Contenido de Lignina

e Evaluacion quimica (andlisis quimico proximal)
¢ Digestibilidad (%)

¢ Eficiencia bioldgica

e Contenido nutracéutico (fenoles, ABTS, taninos, flavonoides, DPPH )

SETAS:

e Peso en gramos
e Tiempo de crecimiento micelial (colonizacion)
e Tiempo de aparicion de primordios (precocidad)

e Consistencia (texturometro)
Las unidades de produccion (UP) estdn compuestas por 1k de sustrato en peso seco

(figura 9). La preparacion del indculo y el tratamiento de los sustratos se realizo de acuerdo

con (Sobal M. et al., 1993).
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Figura 9. Unidades de proucci()n (UP) 4 por tratamiento.

Se sembr6 cada UP a una proporcion de 10% de indculo previamente elaborado, con
base al peso seco del sustrato en condiciones de esterilizacion. Una vez sembradas se

trasladaron al area de incubacion a temperatura ambiente.

El pretratamiento es de tipo bioldgico con el hongo P. djamor por fermentacion en estado

solido (FES) para lo cual se llevaron a cabo los siguientes pasos:
Obtencion de esporas

Para comenzar el proceso se llevo a cabo la obtencion de esporas de setas Pleurotus
djamor, primero se colocaron los sombreros sobre papel aluminio dentro de cajas Petri y se
dejaron reposar 24hrs, trascurrido el tiempo se retird el hongo del papel, quedando marcada
la esporada en tono rosa, de dicha esporada se tomaron toques con ayuda de isopos limpios
y se sumergieron caldo PDA previamente preparado y distribuido en 10 matraces Erlenmeyer
de 100ml (figura 10), los cotonetes se agitaron para que las esporas se disolvieran en el
liquido. De esta dilucion, con ayuda de una pipeta, se tomd Iml y se colocd en 10 cajas Petri
con medio de cultivo PDH previamente preparadas (1 ml por caja). Las cajas se movieron

ligeramente para distribuir homogéneamente las esporas en todo el medio. Las cajas se
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incubaron a 32°C por 10 dias hasta que se observo el desarrollo del micelio algodonoso. Todo
este proceso se realizd en condiciones de esterilidad y utilizando guantes y cubrebocas en

todo momento.

Elaboracion de inoculo:

e Se selecciono semilla de sorgo la cual se limpid, lavo e hidrato por inmersion en agua
durante 12 hrs, transcurrido el tiempo se escurrio el exceso de agua con ayuda de un
colador y posteriormente se extendié sobre manta de cielo para esparcirle carbonato
de calcio (3.5gr por kilogramo de semilla) y se mezcla homogéneamente.

e Posteriormente se colocaron en bolsas de polipapel de aproximadamente 1kg,
llenando solo % partes de la bolsa y se sellaron con cinta para pegar.

e Una vez selladas se esterilizaron en autoclave, a 15 Ib durante 60 min.

e Al terminar se dejaron enfriar a temperatura ambiente en una area aislada y
desinfectada.

e Por otro lado, se tomaron las cajas Petri con micelio de 10 dias de desarrollo en medio
de cultivo.

e Se cortaron con una navaja flameada en fragmentos de aproximadamente 1cm?

e (Con ayuda de pinzas se tomaron los cortes y se colocaron dentro de las bolsas con las
semillas mezclando suavemente.

e Se dejo un poco de aire a la bolsa y se volvio a sellar.

e Estas bolsas se incubaron a 28°C en obscuridad hasta que el micelio cubri6 totalmente
la semilla; 16.86 +/- 3.7 dias después, el indculo primario estuvo listo y se utilizé para
elaborar el indculo secundario.

e El indculo secundario se realizé vaciando un poco de indculo primario a nuevas
bolsas con semilla estéril, y nuevamente volvi6 a incubarse.

e El inodculo secundario fue el que se utilizo para las primeras pruebas en la cdmara de

cultivo.
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Figura 10. Micelio de P. djamorAcreciendo en caldo PDA

Preparar sustrato:

o Remojar el sustrato en agua durante 24 horas

o Realizar las mezclas de sustratos necesarias (en este trabajo se
realizaron 4 tratamientos por lo que se realizaron 4 mezclas anteriormente
descritas)

Esterilizacion:

o Se debe agregar agua que cubra totalmente el sustrato y se lleva a
ebullicion durante 2hr.
Inoculacion:

o En una superficie limpia se extiende el sustrato para dejarlo enfriar
hasta que la temperatura sea soportable al tacto, posteriormente se le agrega
CaO (aproximadamente el 0.5 % del peso total del sustrato en peso seco) y se
mezcla muy bien de manera que el pH se ajuste a 7.5 (figura 11).

o Después se agrega semilla con micelio de P. djamor (10% del peso

total del sustrato seco) de manera uniforme, una vez que esta todo
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perfectamente integrado se rellenan bolsas de plastico trasparente de 70 x 50
cm.
4. Incubacion:

o Se colocan las bolsas en un lugar limpio y oscuro y a una temperatura
de 20-25°C y humedad entre 50-70%, realiza cortes o perforaciones de
aproximadamente 2cm de diametro en las bolsas para permitir el intercambio
£aseoso.

o Alcabo de 12 dias aproximadamente el micelio colonizara el sustrato.

o Para mantener los rangos adecuados se programaron 2 riegos por

aspersion de Imin de duracion cada uno

Figura 11. Sustrato extendido para inoculacion.

5. Fructificacion:
o Los primordios (figura 12) aparecen alrededor de los 15 dias por lo que

la humedad debera permanecer entre el 80 y 85 % y tener buena ventilacion.

Figura 12.Colonizacion y primordios presentes
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o La temperatura ideal para la fructificacion es de 21-33°C.
o Para mantener los rangos adecuados se programaron 3 riegos por

aspersion de 1min de duracion cada uno, asi como el funcionamiento del

Primordio

Colonizacion

ventilador cuando la temperatura o el nivel de CO> excedia los rangos ideales.

Cosecha:

o Los frutos llamados basidiocarpos se colectan cuando el racimo alcanza la talla

deseada (figura 13).

Figura 13. Basidiocarpo o cuerpo fructifero de P. djamor.

Recuperacion: Una vez que los basidiocarpos terminan su crecimiento, el sustrato es

recuperado, para ser secado al sol.
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La colonizacion y la aparicion de primordios, se reportd a partir de los dias transcurridos

desde la inoculacion hasta la aparicion de estos.

La eficiencia biologica (EB%) permite evaluar la produccion midiendo el peso en fresco

de las setas frescas entre el peso del sustrato seco por cien, en cada uno de los UP evaluados

durante tres cosechas, ecuacion 1, (Salmones et al., 1997).

Peso fresco de setas

EB =

* (100) ECUACION 1

Peso seco sustrato

5.3 Objetivo 3: Determinacion de la calidad del bagazo de Agave (Analisis quimico

proximal)

Para determinar los componentes nutricionales aportados por cada tratamiento al hongo,

se realizé un analisis quimico proximal (AQP) por triplicado para cada tratamiento (sustrato),

considerando las variables humedad, proteina, extracto etéreo, cenizas, fibra cruda y extracto

libre de nitrégeno (NFE). Los métodos se presentan en la Tabla 3.

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en la Facultad de Ciencias Naturales,

Universidad Auténoma de Querétaro.

Tabla 3. Métodos para determinaciones de AQP.

Parametro método Referencia
Humedad Diferencia de peso entre materia fresca y seca (Latimer, 2019)
Extracto etéreo Extraccion en éter de petroleo y hexano (Latimer, 2019)
Cenizas Diferencia de peso entre materia fresca y calcinada  (Latimer, 2019)
Fibra Cruda Digestion &cida y alcalina (Latimer, 2019)
Proteina Método Kjeldahl (Nielsen, 2010)
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Extracto libre de Célculo de la diferencia en el contenido de las .
. . . (Latimer, 2019)
Nitrogeno (NFE) variables anteriores

5.4.1 Objetivo 4: Analisis Textura de los cuerpos fructiferos de P. djamor

Una vez obtenidos los cuerpos fructiferos de P. djamor, se evalu6 su textura segun los
diferentes tratamientos en los que se desarrollaron. Utilizando los cuerpos fructiferos recién
cosechados, se midieron por triplicado la firmeza, la resistencia al corte y la resistencia a la
fractura con el analizador de textura (TA-HDi Model Texture Analyzer; TexturePro CT V1.6
Build), figura 14.

El hongo P. djamor fresco se colocd en la plataforma de trabajo del analizador de textura
con la siguiente configuraciéon: Modo de prueba: medicion de la fuerza de compresion;

velocidad de prueba: 1 mm s™'; distancia de prueba: 3 mm.

@ ®

T8

= >
BRODKFIELD

Figura 14. Analizador de textura textura (TA-HDi Model Texture Analyzer; TexturePro CT V1.6 Build).
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5.4.2. Contenido total de metabolitos fenolicos y antioxidantes de los cuerpos fructiferos de
P. djamor

Se evaluaron las concentraciones de fenoles totales, flavonoides y taninos, asi como la
actividad antioxidante mediante los métodos ABTS y DPPH, de los cuerpos fructiferos de
Pleurotus djamor de cada tratamiento. Para ello, se tomaron 0,2 g de cada muestra liofilizada,
molida y tamizada, se afiadieron 10 ml de metanol acuoso al 80%, se sonicaron durante 30
min, después se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 4 °C y se obtuvo el sobrenadante,
modificado de (Cardador-Martinez et al., 2002). Este sobrenadante se almaceno en
refrigeracion a 4°C y se utilizé dentro de los 5 dias posteriores para analizar el contenido

fenolico total, flavonoides, taninos, DPPH y ABTS.

El contenido fenolico total de las muestras se determind segun el método colorimétrico
de Folin Ciocalteu (Dewanto et al., 2002), con modificaciones. Las absorbancias se midieron
a 760 nm y se utilizé 4cido gélico como estandar de referencia. Los resultados se expresan

en mg de 4cido galico equivalente por g de hongo seco (mg GAE g™).

El contenido de flavonoides se determind segiin el método (Oomabh et al., 2005), con
modificaciones. Las absorbancias se midieron a 404 nm con una curva estandar de rutina.

Los resultados se expresan en mg de equivalente de rutina por g de champifién (mg g™).

El contenido de taninos condensados se determind segin el método (Deshpande &
Cheryan, 1987), realizando una curva de calibracion de 1 mg mL"' de catequina. La
absorbancia se midi6 a 492 nm. Los resultados se expresan en mg de equivalente de catequina

por g de champifion (mg g™).

La determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método DPPH se realizo con
una curva de calibracion con Trolox. Las lecturas de absorbancia se realizaron a 520 nm en
diferentes tiempos hasta que la reaccion se estabilizo; en este caso, la lectura utilizada se
realizé a los 90 min. La actividad antirradical (% de inhibicién) se calculé mediante el

porcentaje de decoloracion por DPPH utilizando la ecuacion 2 (Brand-Williams et al., 1995)

% Inhibicion = (1 — ((Absm — Blc) — (Blc/Ctrol))) + 100 ECUACION 2
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La determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS se realizo
segiun (Re et al., 1999), utilizando una curva de calibracion con Trolox. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a 734 nm. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion.

La capacidad antioxidante ABTS se calculé mediante la ecuacion 3.

(Inicial abs—Final abs)

Inicial abs

Inhibicion % = ( ) £100 ECUACION 3

5.5 Objetivo 5. Anélisis de contenido de lignina

Para obtener los valores del contenido de lignina se realizo el anélisis de Fraccionamiento

de fibra del Bagazo de Agave tequilana antes y después de realizar el pretratamiento.

Por lo tanto, se determinaron las cantidades de lignina, celulosa y hemicelulosa de cada
uno de los tratamientos (TO a T4) mas un control (Tctrl), compuesto por 100% bagazo de
agave que fue esterilizado y tratado como el resto de los sustratos, pero sin ser inoculado con

el hongo P. djamor.

Para ello, se coloco 0.5 g de muestra seca y molida (figura 15) en bolsas de filtro Ankom,
previamente pesadas y etiquetadas. Estas bolsas se sellaron y se digirieron en el sistema
ANKOM a 100 °C en 2 litros de solucion de FDN y 50 ml de a-amilasa termoestable durante
una hora. Transcurrido este tiempo, se purgd el aparato, se afiadieron 2 litros de agua y se
realizaron dos enjuagues a 100 °C durante 5 minutos. Posteriormente, se dejaron secar
durante 24 horas en una estufa a 100 °C y se pesaron. Para determinar la fibra detergente
neutra (FDA), las bolsas se pesaron de nuevo y se reintrodujeron en el dispositivo ANKOM
para su posterior digestion, esta vez en 2 litros de una solucién compuesta por 40 g de
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y 2 L de H2SO4 1,00 N, a 100 °C durante 1 hora. Al
finalizar, se secaron y pesaron de nuevo. Finalmente, para determinar el contenido de lignina
se utilizaron 500 ml de H2SO4 al 97% en un vaso de precipitados en el que se sumergieron
las bolsas filtrantes durante 4 horas con agitacion a intervalos y se repitid el proceso de

enjuague, secado y pesado.
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En cada una de estas etapas se calculo la diferencia de peso de la muestra, para determinar
en su orden los porcentajes fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA), fibra
detergente lignina (FDL) y cenizas; a partir de estos valores se calcularon las fracciones de

componentes de la fibra usando las ecuaciones 4 a 7

% MATERIAL EXTRAIBLE =100 —%FDN ECUACION 4
%HEMICELULOSA = %FDN —%FDA ECUACION 5
%  CELULOSA = %FDA-%FDL ECUACION 6

% LIGNINA = % FDL —% CENIZAS ECUACION 7

Figura 15. Muestras secas y molidas de los tratamientos.

Para determinar la efectividad de cada tratamiento se evaluara a partir del porcentaje de
remocion de lignina, asi como el incremento en la digestibilidad, usando los resultados de la
caracterizacion de los materiales antes y después de cada pretratamiento. El porcentaje de

Lignina eliminado Lr, en cada pretratamiento se calculard mediante la ecuacion 8:

Lr = (L‘;—Lf) x 100 ECUACION 8

4

En donde: Li= % lignina antes del pretratamiento.

Lf= % de lignina después del pretratamiento.
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5.6 Objetivo 6: Andlisis Digestibilidad

Las pruebas de digestibilidad se realizaron de acuerdo con el método incubacion con
Daisy II - Incubator Ankom Techonology, el principio de este método es establecer

condiciones de incubacidon semejantes a las condiciones in vivo con liquido ruminal.

Una vez concluido el pretratamiento se tomaron muestras de los bloques con micelio se
secaron en estufa por 72 horas, se molieron y tamizaron en una malla de 1 mm.
Posteriormente se tomaron 0.5g de muestra de cada tratamiento por triplicado y se colocaron
en bolsas porosas (F57 ANKON Technology) las cuales fueron selladas con calor,
etiquetadas (De Boever et al., 1997; Heredia-Nava D. et al., 2007). Para realizar la
comparacion se tomaron muestras de cada mezcla de sustrato sin pretratamiento, asi como el

sustrato control (Tctrol) siguiendo el mismo procedimiento.

Una vez preparadas las muestras dentro de sus bolsas se dejan secar durante 24hrs en una
estufa de calor a 62 °C. Para iniciar la digestibilidad se prepararon 4 jarras de digestion con
capacidad de 2 litros, a las cuales se le adiciona dos soluciones (A y B), compuestas por
minerales, fuentes de nitrogeno y agentes reductores como se muestra en la tabla 4, en cada
jarra de digestion se colocaron dos litros de soluciones con las siguientes proporciones: 1.330
L de solucion A y 266 ml de solucion B, se ajusto el pH a 6.8 y se agregaron 400 mL de

liquido ruminal fresco.

La composicion de las soluciones se observa en la tabla 4 (Daisy II - Incubator Ankom
Techonology):

Tabla 4. Soluciones empleadas para el método de digestibilidad Daisy II - Incubator Ankom Techonology.

Solucion Reactivo Cantidad g/l
Solucion A KH>POg4 10.0
Fosfato de potasio
monobasico
MgSO4 7H,0 0.5

Sulfato de magnesio

NaCl 0.5
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Cloruro de sodio

CaCl, 2H,O 0.1

Cloruro de calcio

CH4N2O Urea 0.5
Soluciéon B Na,CO3 15.0

Carbonato de sodio

NazS+*9H,0 1.0

Sulfuro de sodio

A continuacidn, se colocaron 20 muestras (bolsitas) y un blanco (bolsa sin muestra sellada)
por jarra de digestion, y se saturaron con CO; por 5 minutos para posteriormente colocarse
en el digestor (Daisyll200/220 ANKON Technology®) previamente calentado a 39.2 +
0.5°C.

Una vez que transcurran los tiempos establecidos se obtuvieron 3 muestras de cada
tratamiento, se enjuagaron con agua fria y se guardaron en ultracongelador a -60°C para su

posterior analisis.

Para trabajar con las muestras se secaron en estufa a 102 + 2°C durante 4 horas y se registro

su peso.

Posteriormente las muestras se llevaron al analizador de fibras (Ankom 200), usando la

solucion C (FND), siguiendo las indicaciones de Ankom Technology (2005).

Después de terminar el proceso en el equipo Ankom 200, las muestras se remojaron durante
5 minutos en acetona y se secaron, al evaporarse la acetona se colocaron en la estufa de aire

forzado a 102 + 2°C durante 4 horas.

A continuacion, las muestras fueron pesadas nuevamente. La formula empleada para estimar
la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) ecuacion 9 y de la FND, se realizo de

acuerdo con las especificaciones de Daisy II - Incubator Ankom Techonology:

DIvMS =100 — (w3 — (wg X Cq) / (W3)) X 100 ECUACION 9
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Doénde: W1=Peso de la bolsa

W2=peso de la muestra

W3 (peso de la muestra seca) = incubacion

FDN C1 = Peso de la bolsa corregida (peso del blanco final/peso del blanco inicial)

Finalmente, las muestras se calcinaron a 550°C durante 4 horas en mufla, para determinar el
contenido de cenizas y calcular la materia orgénica residual, la digestibilidad in vitro de la
materia organica (DIVMO) se calcul6 por diferencia de peso entre la materia organica inicial

menos la materia organica residual.
DESCRIPCION DE ANALISIS DE LABORATORIO
Coeficiente de digestibilidad «in vitro» de la materia organica (% DMO)

Representa el porcentaje de un alimento consumido que no es eliminado y por tanto
queda disponible dentro del animal para cumplir con las funciones de mantenimiento,
produccion y reproduccion. Es un buen estimador de la energia disponible de un alimento.
Se obtiene incubando «in vitro» la muestra en liquido ruminal a 37 °C, seguido de una

digestion acida con pepsina.

5.6. Cinética de degradacion

La cinética de degradacion se determind de acuerdo con el modelo descrito por (Orskov
E.R. & McDonald 1., 1979) ecuacion 10, estimando el contenido de la fraccion soluble o de
rapida degradacion, la fraccion potencialmente degradable (b) y la tasa fraccional de

degradacion (c) en el tiempo (t).

Dg=a+b(1—-e“) ECUACION 10

Donde:
Dg = Degradacion del nutriente en el tiempo de incubacion t (%)

a = Fraccion soluble o rapidamente degradable (%)
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b = Fraccion potencialmente degradable (%)
¢ = Velocidad o ritmo de degradacion de la fraccion b (tasa/h)
t = Tiempo (h)

Calculandose a partir de estos parametros el potencial de degradacion y la degradacion
efectiva, considerando una tasa fraccional de paso de 0.02/h, 0.04/h, 0.06/h y 0.08/h, ecuacion
11.

c
c+

(@a+b [—kp]) ECUACION 11

Donde:

(a+Db[c/(c+kp)]) = degradacion efectiva

a + b= degradacion potencial

kp= tasa fraccional de paso (0.02/h, 0.04/h, 0.06/h y 0.08/h)

5.7 Metabolitos secundarios no fendlicos de los cuerpos fructiferos de P. djamor

La identificacion de metabolitos de bajo peso molecular se realizo de la siguiente manera,
se tomaron muestras liofilizadas y molidas a temperatura ambiente con metanol. Después, se
mezclaron en un vortex y se sonicaron durante 15 minutos. A continuacion, se agitaron
durante 3 horas y se centrifugaron durante 10 minutos a 12.000 RCF. El sobrenadante
resultante se seco al vacio (Savant SC210A, Thermo Scientific) y se derivatizo afiadiendo
BSTFA + 1 % TCS, en un bafio ultrasonico durante 30 segundos y agitando durante 1 minuto
en un vortex. Los extractos se filtraron a través de una membrana de PTFB de 0,45 pm y se
analizaron mediante cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) con el
detector configurado a una energia electronica de 70 eV y un rango de masas de 50-700 m/z.
Para la separacion, se utilizé una columna HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 pm). La rampa
de calentamiento se ajust6 segun (Figueroa-Pérez et al., 2014). Se utiliz6 helio como gas
portador con un caudal de 1 ml min-1 y una relacion de concentracion de 1:10. Los espectros

de masas se compararon con la base de datos de referencia estandar del NIST (NIST 11) para
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identificar metabolitos con una similitud superior al 80 %. El contenido relativo de cada

compuesto se calculé mediante el porcentaje del area bajo la curva.

5.8 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con STATISTICA 7 y STATGRAPHICS, con un nivel de
significacion p < 0,05. Se utilizaron estadisticas no paramétricas: ANOVA de Kruskall-
Wallis y LSD de Fisher para comparaciones multiples de medias, y la prueba U de Mann-

Whitney para comparaciones de medias antes y después del tratamiento.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Adecuacidn de la camara de cultivo

Se llevo a cabo la compra del material y los equipos necesarios para la adecuacion de la
camara de crecimiento, se construyeron 4 soportes de crecimiento con PTR cuadrado, se
realiz6 instalacion de luz, agua y gas, las paredes se impermeabilizaron y se pintaron (figura
16), se construyeron 2 estufas de tipo industrial (figura 17) para esterilizar los sustratos y
finalmente se instald todo el equipo segin las especificaciones mencionadas en la
metodologia para el objetivo 1 (figura 18). Se llevaron cabo tres pruebas de cultivo para
verificar el correcto funcionamiento de la cdmara (figura 19) hasta lograr resultados
aceptables en cuanto a niveles de contaminacion, forma, textura y biomasa de los cuerpos
fructiferos, asi como la eficiencia biologica utilizando como sustrato rastrojo de maiz. Una
vez que se verifico que todos los equipos funcionaban correctamente y los resultados de las

pruebas fueron aceptables se llevo a cabo el experimento.
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Figura 18. Camara de crecimiento terminada, vista frontal.
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Exceso de humedad Falta de humedad Exceso de CO2 Exceso de CO2

Figura 19. Desarrollos anormales de los cuerpos fructiferos durante las pruebas en la cdmara de crecimiento.

6.2. Pretratamiento sobre el bagazo de Agave tequilana con el hongo Pleurotus djamor

6.2.1 Impacto morfoldgico de los diferentes tratamientos sobre los cuerpos fructiferos de

P. djamor

El impacto morfologico de los diferentes tratamientos sobre los hongos se puede
observar en la figura 20. El color, tamafio, forma y margen de los cuerpos fructiferos de P.
djamor presentan diferencias notables entre tratamientos. Los cuerpos fructiferos obtenidos
en TO (100% maiz) son color rosa pastel con bordes ondulados, sombrero en forma de

trompeta, son los de mayor tamano, asi como los de mayor biomasa.
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El tratamiento T1 presenta cuerpos fructiferos rosa pastel, con bordes ondulados y
sombreros lisos y grandes, los tratamientos T2 y T3 son de color rosa mas vivo que el control,
con bordes ondulados y sombreros lisos, pero en T3 puede verse una reduccién en la biomasa.
Finalmente, los cuerpos fructiferos en T4 son los mas pequefios, con una tonalidad rosada
profunda y bordes lisos, lo cual nos hace pensar que el bagazo de agave estimula la
produccion de compuestos responsables de la coloracion del cuerpo fructifero, posiblemente

por un efecto metabdlico asociado al estrés o a la induccidn de rutas secundarias.

De entre los 5 tratamientos el T2 mostrd un mejor equilibrio entre biomasa, tamafo y
coloracion, generando fructificaciones abundantes con sombreros grandes, bien

desarrollados y con una tonalidad rosa mas intensa que en el tratamiento control (TO).

Mientras qué, el tratamiento T4 (100% agave) fue el menos eficiente en términos de
biomasa, generando cuerpos pequefios y escasos, aunque con la mayor intensidad de
coloracion observada. Por lo cual el agave puede mejorar ciertas cualidades estéticas del

hongo, pero su uso exclusivo como sustrato limita el rendimiento productivo.

Estos resultados evidencian que la combinacién adecuada de residuos lignocelulésicos

puede mejorar tanto la cantidad como la calidad estética de Pleurotus djamor.

6.2.2 Tiempo de desarrollo de los diferentes tratamientos sobre P. djamor

La figura 21 muestra como cada tratamiento afecta el tiempo de desarrollo en cada etapa
del hongo. En todos los tratamientos el proceso de colonizacion se realizdo en el mismo
periodo (12 dias) por lo que no se presentaron desventajas ni ventajas en ninguna mezcla de

sustratos al inicio del desarrollo.

Por otro lado, en la figura 22 puede observarse que los tratamientos con mayor
proporcion de bagazo de agave (T3 y T4) muestran tiempos mds cortos tanto en la aparicion
de primordios (precocidad) como en el tiempo entre las ultimas cosechas, mientras que los
tratamientos T3 y T2 son los mas eficientes y consistentes en tiempo para el desarrollo

completo de P. djamor. Esto sugiere que el bagazo es un sustrato que puede optimizar el
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cultivo de P. djamor, al reducir el tiempo en que aparecen los cuerpos fructiferos, por lo que
el bagazo de agave es un sustrato viable y eficiente para el cultivo de Pleurotus djamor en

términos de tiempo.

Desarrollo de P. djamor

60 — — Tratamiento
F 1 —=— T0
= 4 —— T
0 1 - 1
= 4 —— T3
% C 7 T0: 100% mgl'z
— . - TA4: 30% maiz+ 70%bagazo
o 30 — — T2: 20% maiz+ 80% agave
E. C ] T3: 10% maiz + 90% agave
@ C ] T4: 100 agave
F 20 3
10 3
0= .

0 1 2 3 4 5
O:colonizacion; 1:precocidad; 2: lra fructificacidn ;3: 2da
fructificacion; #4: 3ra fructificacion ; 5: Uta fructificacion
Figura 21. Etapas del desarrollo de P. djamor en los diferentes tratamientos (en dias), (p <0,05), n =4 + desviacion estandar
(DE).
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Figura 22. Precocidad de los cuerpos fructiferos (en dias) de P. djamor en los diferentes tratamientos. Las letras minusculas
diferentes indican las diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Krus-Kal-Wallis al 95

%. n =4 + desviacion estandar (DE).
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6.2.3 Peso fresco de P. djamor obtenido en los diferentes tratamientos

En la figura 23 se observa el peso fresco (gr) de P. djamor en cada uno de los
tratamientos, se encontraron diferencias significativas en la produccion de biomasa fresca de
Pleurotus djamor. El TO (100% maiz), presentd el mayor rendimiento con un promedio
superior a 1000 g de biomasa fresca, superando significativamente a los demas tratamientos.
Este resultado es consistente con lo reportado en la bibliografia la cual sefiala que el rastrojo
de maiz es un sustrato altamente favorable para el desarrollo de P. djamor, posiblemente
debido a su balance adecuado de nutrientes, buena relacion C/N, y a su estructura fisica que
facilita la aireacion y colonizacion micelial (Gaitdn-Hernandez & Silva Huerta, 2016;
Hernandez-Cruz et al., 2024).

En la tabla es evidente que conforme aument6 la proporcion de bagazo de agave en los
tratamientos (T1 a T4), se observé una disminucion progresiva en la produccion de biomasa.
Los tratamientos T3 y T4 se, mostraron los menores rendimientos (~350—400 g), con
diferencias estadisticamente significativas respecto al tratamiento control. Esta reduccion en
el rendimiento podria ser resultado de rasgos caracteristicos del bagazo de agave, como su
elevado contenido en lignina y compuestos fenolicos, que pueden restringir el crecimiento
del micelio (Ramirez-Bribiesca J.E. et al., 2010), ademas, su estructura densa, poco porosa
que tiende al apelmazamiento retiene demasiada humedad y dificulta el intercambio gaseoso,
los cuales son factores que influyen en el desarrollo, la fructificacion del hongo y la
competencia con hongos microscopicos por ende contaminacion.

Los tratamientos T1 (70% bagazo) y T2 (80% bagazo), mostraron rendimientos
igualmente variables (~500—700 g), sin diferencias estadisticas relevantes en relacion con el
control o a los tratamientos menos productivos. Esta respuesta podria ser resultado de un
efecto diluido del rastrojo de maiz, que, a pesar de ser beneficioso, no consigue contrarrestar
completamente las restricciones del bagazo de agave en altas concentraciones.

Por lo tanto, es conveniente utilizar el rastrojo de maiz en proporciones mayores al 30%
para llevar a cabo una produccion eficiente sobre el bagazo de agave en términos de

produccién de biomasa fresca, lo que sugiere que mezclas con menor proporcion de bagazo
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podrian ser estrategias viables para aprovechar este residuo agroindustrial sin comprometer
el rendimiento del cultivo.
Estos resultados resaltan la importancia de la seleccion y proporcion de los componentes

del sustrato para optimizar la produccion de P. djamor-.

Peso fresco
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&00.00

hiomasa en gr
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Tratamientos

mT0 mT1 mTZ T3 T4

Figura 23. El peso fresco de P. djamor en los diferentes tratamientos. Las letras minusculas diferentes indican las
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Krus-Kal-Wallis al 95 %. n = 4 + desviacion

estandar (DE).

6.2.4 Eficiencia biologica

La eficiencia biologica (EB) mostrada por el crecimiento de P. djamor en los
diferentes tratamientos presentan una disminucién constante en los primeros
cuatro tratamientos, siguiendo el patron: TO > T1 > T2 > T3 (figura 24), mostrando
diferencias significativas entre ellos (p < 0.05). En el caso de T4, se observa un ligero
aumento con respecto a T3, inferior a 1 punto; por lo tanto, el anélisis estadistico no
mostro diferencias estadisticas entre los tratamientos T3 y T4 (p > 0,05).

El mayor valor de EB lo presenta TO (103.7%) el cual es el sustrato control y es
consistente con los valores descritos en la bibliografia (Vega & Franco, 2013) y

demuestra que las condiciones de crecimiento fueron adecuadas. Ademas, TO presentd
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diferencias significativas (p < 0,05) entre T3 y T4, los tratamientos con los valores mas
bajos de EB. Estos resultados muestran que estos ultimos tratamientos no son 6ptimos
como sustrato para el cultivo de hongos en términos de Eficiencia biologica como ya se
habia mencionado anteriormente (Cruz-Moreno et al., 2023). Sin embargo, al
suplementarse con rastrojo de maiz, pueden aumentar la produccién de biomasa en mas
del 50 %, como lo demuestra T1.

Otros estudios realizados con residuos agroindustriales sugieren que las mezclas de
sustratos aumentan la eficiencia bioldgica a valores superiores al 120%, ya que los
hongos utilizan los diferentes nutrientes que estos contienen para su desarrollo. Por lo
tanto, la produccion y calidad de biomasa, asi como la EB dependen en gran medida del
contenido de nutrientes presentes en el sustrato (Baktemur et al., 2022; Bellettini et al.,
2019; Cruz-Moreno et al., 2023; Dasdelen et al., 2022; Karmani et al., 2022; Mkhize et
al., 2016; Roblero-Mejia et al., 2021).

Eficiencia biologica

TRATAMIENTOS
Figura 24. Eficiencia bioldgica de P. djamor en los diferentes tratamientos. Las letras minusculas diferentes indican

las diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Krus-Kal-Wallis al 95 %.n=4 +

desviacion estandar (DE).
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6.3 Analisis quimico proximal (AQP)

El pretratamiento con P. djamor afectd el contenido de proteina y el extracto libre de
nitrégeno (ELN) mostrado antes de la inoculacién en comparacion con el valor final (tabla
5). Las diferencias significativas (p<0,05) se muestran en las figuras 25 y 26.

No se encontraron diferencias significativas en el T1 para la proteina (p>0,05). Segiin
los resultados, el crecimiento de P. djamor en los tratamientos sin mezcla disminuy¢ el
porcentaje de proteina en el sustrato, al igual que en el T2. Sin embargo, el T3 mostré un
comportamiento opuesto, lo que significa que P. djamor aument6 la cantidad de proteina en
el sustrato final.

Las mejoras en el valor nutritivo a través de la composicion quimica (Tabla 4) de los
sustratos mediante la fermentacion solida con Pleurotus djamor concuerdan con lo reportado
por (Fonseca G. G. et al., 2009; Hamza A. S. et al., 2003; Kutlu H. R. et al., 2000; Montafiez-
Valdez O. D. et al., 2008; Ramirez-Bribiesca J.E. et al., 2010), quienes trabajaron con
diferentes especies del género Pleurotus como pretratamiento para residuos agroindustriales
como son el rastrojo de maiz, arroz, paja cebada, y trigo, los cuales reportaron un aumento

en los niveles de proteina, minerales, ELN y carbohidratos.
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Tabla 4. Composicion quimica de los sustratos puros y composicion quimica de los sustratos con Pretratamiento fingico.

Sustratos puros

Sustratos gastados

Humedad
(% + DE)

Proteina
(% + DE)
Fibra
cruda (%
+ DE)
Cenizas
(% +DE)
Extracto
etéreo (%
+ DE)
ELN (%
+ DE)

TO

7.54+0.09*

4.54+0.03%

32.45+0.12°

19.02+0.112

0.52+0.05°

43.4+0.132

T1

6.84+0.12%

7.62+0.314%

33.17+0.10°

19.29+1.442

0.79+0.12%

39.51+1.31%®

T2

6.49+0.08"

8.24+0.20"

35.19+1.85%

15.48+0.30%

0.76+0.06

37.75+1.92%®

T3

4.97+0.19°

7.25+0.04%

37.89+0.19%

15.14+0.09°

2.17+0.07°

37.54+0.21%

T4

6.66+0.03%*

9.92+0.17°

33.65+0.13%*

17.91£0.07%

1.06+0.03°

37.45+0.17°

TO

7.9+0.34*

3.98+0.212

23.24+0.1*

32.65+0.0432

4.79+0.1°

32.54+0.58*

T1

5.06£0.19°

7.56+0.11%

27.94+1.32%®

24.934+0.19%

0.47+0.02°

39.19+1.57°

T2

5.67+0.23%

7.99+0.08"

31.06+0.38°

21.06+0.13°

3.58+0.07%

36.09+0.25%

T3

5.5140.02%

7.79+£0.09%

30.8+0.3°

23.02+0.15"

0.38+0.01%*

38+0.34°

T4

4.25+0.1°

8.46+0.09°

30.71+0.4%®

23.96+0.06%

0.11£0.02°

36.74+0.39%

En materia base seca y promedio por triplicado, las diferentes letras mintisculas indican las diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Kruskal-Wallis al

95%., n =4, DE = Desviacion Estandar.

*ELN: Extracto libre de nitrégeno.



Figura 25. Diferencias significativas (p<0,05) de la comparacion del
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6.4 Andlisis Textura de P. djamor sobre los diferentes tratamientos

Los tratamientos T2, T3 y T4 muestran un aumento en la firmeza de los cuerpos
fructiferos en comparaciéon con TO y T1 (tabla 6), lo que sugiere que una mayor
concentracion de bagazo de agave desarrolla una textura mas firme en los cuerpos
fructiferos, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas. Al igual que en
la fuerza de corte, no se encontraron diferencias entre los tratamientos (p > 0.05), lo

que sugiere una participacion nula del sustrato.

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas entre los tres primeros
tratamientos en la fuerza de fractura, con una excepcion entre T3 y T4 (p < 0.05), lo
que indica que el bagazo de agave proporciona a los cuerpos fructiferos una estructura

mas resistente.

Tabla 5. Textura de Pleurotus djamor creciendo sobre 5 diferentes tratamientos.

Fuerza de fractura (N
Tratamiento Fuerza de firmeza (N+ DE) Fuerza de corte (N+ DE)

DE)
TO 0.47 +£0.28* 0.27+0.112 2.64 +0.95°
Tl 0.72+0.67% 0.24 +0.19* 2.61 £2.942
T2 0.84 +0.74* 0.43 +0.39° 1.83 +£0.73¢
T3 0.91+0.38 0.3+£0.24° 3.82 + 1.09%
T4 0.91+0.252 0.45+0.172 7.06 + 3.06°

Las diferentes letras minusculas indican las diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, prueba estadistica

Kruskal-Wallis al 95%. n=3 + desviacion estandar (DE).

6.5 Analisis de contenido de lignina en los diferentes tratamientos

El contenido promedio de lignina, hemicelulosa y celulosa de los diferentes
tratamientos se muestra en la tabla 7. El tratamiento 4 (100% bagazo) muestra el mayor
contenido de lignina (31.6%) y al mismo tiempo, el menor contenido de celulosa y
hemicelulosa, con diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los
otros tratamientos (p < 0.05). Esto concuerda con estudios previos que describen al
bagazo de agave como un residuo lignoceluldsico altamente recalcitrante, con alta

proporcion de lignina y una baja fraccion de carbohidratos estructurales (Crespo
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Gonzélez et al., 2018a). La alta lignificacién puede actuar como una barrera fisica y
quimica para la colonizacion fungica, limitando la disponibilidad de nutrientes para el
crecimiento de Pleurotus djamor lo que nos explica tanto el bajo porcentaje de
eficiencia biologica (EB) como la menor cantidad de biomasa encontrada en el

tratamiento T4.

El tratamiento TO, por otro lado, tiene el mayor contenido de hemicelulosa
(42.01%), y menor contenido de lignina en comparacion con T4, esta composicion
quimica favorece mayor eficiencia bioldgica y mayor produccion de biomasa lo cual
puede asociarse con una mayor degradabilidad del sustrato. El tratamiento T2, mostrd
el perfil lignoceluldsico més equilibrado con niveles moderados de lignina (20.5 %) y
los mayores valores de celulosa (24.29%) lo cual se ve reflejado como sustrato eficiente
para el desarrollo del hongo P. djamor.

Los tratamientos T1 y T3 muestran valores similares, sin diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 6. Concentracion promedio de lignina, celulosa y hemicelulosa en los diferentes

tratamientos antes del pretratamiento.

Lignina Hemicelulosa Celulosa
Tratamiento

(% + DE) (% =+ DE) (% =+ DE)
TO 28.741.1% 42+2.09* 14.06+0.14%
T1 20.2+1.7% 19.44+0.83% 23.44+0.78%
T2 20.5+0.73° 19+3.97% 24.29+0.22*
T3 19.940.16* 14.9+4.1° 21.8+0.35%®
T4 31.6+£0.87% 15.97+2.06° 8.84+1.38°

Las diferentes letras minusculas indican las diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, prueba estadistica

Kruskal-Wallis al 95%. n=3 + desviacion estandar (DE).
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El contenido promedio de lignina, hemicelulosa y celulosa de los sustratos
gastados se muestra en la tabla 9, puede observarse que existe una disminucion de
lignina, celulosa y hemicelulosa en todos los tratamientos lo que demuestra una
accion efectiva del hongo en la degradacion de la biomasa. Esta reduccion es
consistente con el comportamiento degradativo tipico de Pleurotus spp., que secreta
enzimas ligninoliticas como lacasas y manganeso peroxidasas capaces de romper
la matriz lignocelulésica (Sanchez, 2009; Elisashvili, 2012). Sin embargo, se
observé que T4 sigue manteniendo el contenido mas alto de lignina en el sustrato
gastado (20.3%), lo cual indica una menor degradabilidad de este sustrato incluso

después del proceso de cultivo.

Tabla 7. Concentracion promedio de lignina, celulosa y hemicelulosa en los diferentes

tratamientos del sustrato gastado.

Lignina Hemicelulosa Celulosa
Tratamiento

(% =+ DE) (%= DE) (%+ DE)
TO 13.2+1.15° 15.8+£2.09° 27.8+0.14*
T1 14.441.72% 19+0.83* 21.7+0.78%®
T2 18.60+0.73% 18.9+£3.97¢ 15.7+0.22%
T3 15.940.16* 17.7+4.1% 19.24+0.35%
T4 20.3+0.87° 16.2£2.06* 1.5+1.38°

Las diferentes letras minusculas indican las diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, prueba estadistica

Kruskal-Wallis al 95%. n=3 + desviacion estandar (DE).

6.5.1 Porcentaje de remocion de lignina

El anélisis del porcentaje de remocion de lignina (Tabla 9, figura 27) muestra que
TO logro6 la mayor remocion (54.01%), con diferencias estadisticamente significativas
respecto a T2 (9.27%), que registré la menor remocion. Estos resultados demuestran
que el rastrojo de maiz es un sustrato mas accesible para la acciéon enzimatica del

hongo, lo cual puede explicar su mejor rendimiento productivo. Por el contrario, el bajo
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porcentaje de remocion en T2 podria relacionarse con una menor eficiencia biologica,
como se ha reportado en estudios donde se utilizan residuos agroindustriales con alta
lignificacion (Gaitdn-Hernandez & Silva Huerta, 2016).

Finalmente, estos resultados sugieren que la composicion inicial del sustrato es un
factor determinante en la eficiencia bioldgica del cultivo de P. djamor. Sustratos con
bajo contenido de lignina y mayor proporcion de celulosa y hemicelulosa favorecen la
colonizacidn y la produccion de biomasa fungica. Asimismo, aunque el pretratamiento
FES permite una cierta remocion de lignina, su eficacia depende del tipo de residuo

utilizado.

Tabla 8. Porcentaje de remocidn de lignina de los sustratos después del pretratamiento.

% de remocion de Lignina

Tratamiento

(%+ SD)
TO 54.01+2.03*
T1 28.71£13.9%
T2 9.27+0.4°
T3 20.1£10.6%
T4 35.76+2.5%®

Porcentaje de remocion de lignina en los diferentes tratamientos. Las letras mintsculas diferentes indican las
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Krus-Kal-Wallis al 95 %.n=4 +

desviacion estandar (DE).
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Figura 27. Porcentaje de remocion de lignina en los diferentes tratamientos. Las letras mintisculas diferentes indican
las diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos, prueba estadistica de Krus-Kal-Wallis al 95 %. n=4 +

desviacion estandar (DE).

6.6 Analisis de digestibilidad

6.6.1 Digestibilidad in vitro de la MS en los tratamientos

En la tabla 10 y la figura 28 se presenta el efecto de la fermentacion en estado
solido (FES) sobre los diferentes tratamientos (T1, T2, T3, T4) asi como el tratamiento
control que consiste en bagazo de tequila al 100% (TC) sin pretratamiento fingico FES
y el tratamiento testigo (T0), en la degradacion de materia seca (MS). La FES aumento
la degradacion de la MS (P<0.05) de todos los tratamientos en comparacion con el
tratamiento control (TC), observando que segun aumenta la concentracion de bagazo
de agave, el porcentaje de degradacion disminuye, de tal modo que los porcentajes de
degradacion mostraron un comportamiento uniforme y paralelo, teniendo diferencias
(P<0.001) desde el tiempo cero (T0=66.81%, T1=66.51%, T2=56.93%, T3=54.36%.,
T4=54.36%, TC= 53.29%) existiendo cerca 13 % de diferencia entre T1y TC, lo que
nos indica que pretratamiento (FES) modifica el porcentaje de degradacion de la MS

en el tiempo.
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Tabla 9. Efecto de los tratamientos en la degradacion (%) de la MS de los sustratos

gastados.

tiempo TO T1 T2 T3 T4 TC

0 66.81% 66.51% 56.93% 56.73% 54.36% 53.29°
2 68.67° 67.45% 56.20% 58.23% 56.19% 53.44°
4 70.05? 66.08% 53.93% 57.89% 56.99% 53.62°
8 69.74 67.93% 55.62% 58.38% 53.52% 53.52°
12 71.112 68.88% 55.39% 59.31% 59.33% 53.77°
24 71.69° 69.08%® 57.72% 60.78® 58.71%® 54.08°
36 72.74* 69.88® 58.32% 61.64® 60.11%® 53.86°
48 75.57° 75.528 60.88® 65.07%® 62.05%® 55.19°
72 78.56° 73.13% 62.67° 67.21%® 63.11° 61.55°

Las diferentes letras minusculas indican las diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos, prueba

estadistica Kruskal-Wallis al 95%. n=3 + desviacion estandar (DE).
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Figura 28. Porcentaje de degradacion de MS, de los diferentes tratamientos a través del tiempo (h), n=3.

Los resultados demuestran que el pretratamiento (FES) con Pleurotus djamor

incrementa la digestibilidad in vitro significativamente (P<0.05) de la materia seca
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(MS) en un 14 + 3.6 %, lo que coincide con investigaciones anteriores que indican
aumentos parecidos en la digestibilidad in vivo de varios desechos agroindustriales

tratados con hongos del género Pleurotus.

6.6.2 Cinética de degradacion in vitro de la MS de los diferentes tratamientos y el
control

En la tabla 11 se muestran datos que indican que a medida que incrementa el
porcentaje de concentracion del bagazo de agave, hay una disminucion gradual en la
fraccion soluble (a) (P<0.001) y la fraccion potencialmente degradable (b) (P<0.001),
todo esto sin que se presenten diferencias significativas en la tasa fraccional de
degradacion (c) (P>0.05). La degradacion potencial disminuye conforme aumenta la
concentracion de bagazo de agave presentando diferencias estadisticas (P<0.001) entre
los tratamientos.

Lo cual indica que la FES altera mas la estructura que la velocidad de digestion de
los sustratos. La caida de la fraccion b puede deberse a la pérdida parcial de compuestos
facilmente biodegradables durante la colonizacion flingica, lo cual ya ha sido
informado en residuos agroindustriales sometidos a biotransformacion (Villas-Boas S.
G. et al.,, 2003). Por otro lado, aunque el tratamiento control presentd mayor
degradacion potencial (a+b) (93.22 %), no se reflej6 en mayor digestibilidad efectiva,
ya que no existe disponibilidad fisica de nutrientes. Por el contrario, los tratamientos
con FES mejoraron significativamente la degradabilidad efectiva, como consecuencia

de la ruptura de enlaces de lignina.
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Tabla 10. Parametros de la cinética de degradacion de la MO in vitro de los tratamientos.

Degradacion ~ R2 EEM

Tratamiento a b c potencial (%)

TO 68.12 19.39 0.01 87.50 79.59 1.76
T1 66.34 10.85 0.02 77.19 54.55 2.54
T2 55.02 19.94 0.01 74.96 71.76  1.60
T3 57.08 20.65 0.01 77.73 94.33 0.85
T4 55.60 7.94 0.01 63.54 86.30 1.04
TC 52.62 40.60 0.00 93.22 4596 2.40

Degradacion potencial= a + b; en donde; a = Fraccion soluble y de rapida degradacion (%); b = Fraccion
potencialmente degradable (%); ¢ = Tasa fraccional de degradacion. P<0.001. EEM+= Error estandar de la media.

R2= Coeficiente de correlacion.

Tabla 11. Efecto de la tasa fraccional de paso (Kp/h) en la degradabilidad efectiva de la

MO.

Kp/h 0.02* 0.04* 0.06* 0.08*
TO 74.13 71.68 70.65 70.08
Tl 71.40 69.64 68.79 68.29
T2 59.74 57.70 56.89 56.45
T3 63.49 60.87 59.77 59.17
T4 58.25 57.19 56.74 56.48
TCtrol 56.31 54.55 53.93 53.61

Degradabilidad efectiva= at+b(c/c+Kp), donde; a = Fraccion soluble y de rapida degradacion; b = Fraccion

potencialmente degradable; ¢ = Tasa fraccional de degradacion; Tasas fraccionales de paso: *; P<0.001.
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Figura 29.Cinética de degradacion de M0, de los diferentes tratamientos a través del tiempo (h).

El comportamiento que se aprecia en los tratamientos sefiala que a mayor
concentracion de bagazo de agave se tiene menor porcentaje de degradacion de la MS,
ya que la alta lignificacion y el contenido de compuestos fendlicos del bagazo
restringen el proceso degradativo (Kutlu H. R. et al., 2000). Sin embargo, todos los
tratamientos sometidos a FES superaron significativamente al control (TC),
demostrando la capacidad del hongo P. djamor para convertir la lignocelulosa en
material digestible.

La degradabilidad efectiva se observa en la tabla 12 y se calcul6 aplicando cuatro
tasas fraccionales de paso: 0.02/h, 0.04/h, 0.06/h y 0.08/h , la digestibilidad se redujo
al aumentar la proporcién de bagazo de agave, por su alto contenido de lignina y
compuestos fendlicos, aunque todos los tratamientos con FES superaron al control.

Actualmente la incorporacion de paja de maiz enriquecida con P. ostreatus en la
alimentacion de corderos de engorde ha funcionado de manera positiva al rendimiento
de crecimiento, demostrando la capacidad de este método para incrementar el valor
nutricional de los forrajes lignoceluldsicos. Sin embargo, no en todos los estudios se
han observado efectos positivos en el consumo forrajes tratados con hongos del género
Pleurotus, 1o que indica que elementos como la especie de hongo, el tipo de sustrato,

la cantidad incluida en la alimentacién y las condiciones zootécnicas pueden afectar la
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reaccion de los animales a la inclusion de estos forrajes en su dieta. En conclusion,
estos resultados refuerzan el uso de hongos ligninoliticos como una opcién
biotecnoldgica que permite el aprovechamiento de residuos agroindustriales en la
alimentacion animal (Fonseca G. G. et al., 2009; Kutlu H. R. et al., 2000; Ramirez-
Bribiesca J.E. et al., 2010; Villas-Boas S. G. et al., 2003).

6.7 Contenido total de metabolitos fenolicos y antioxidantes

El contenido total de los compuestos fenolicos presentes en los tratamientos como
en los cuerpos fructiferos de P. djamor se muestran en la tabla 13.

Los cuerpos fructiferos, el tratamiento TO presentaron un contenido
significativamente mayor de fenoles totales (5.41 + 0.92 mg GAE g, p < 0.05) en
comparacion con el resto de los tratamientos, los cuales oscilaron entre 0.94 y 1.19 mg
GAE g'. En contraste, no se observaron diferencias estadisticas significativas en el
contenido de flavonoides ni de taninos entre los tratamientos, cuyos valores oscilaron
entre 1.06 y 1.47 mg rutina g”', y entre 0.007 y 0.01 mg catequina g', respectivamente.

Respecto a la actividad antioxidante, los mayores valores de inhibicion del radical
ABTS se observaron en los tratamientos T2 (55.72 £ 22.64%) y T1 (53.53 + 22.28%),
sin diferencias significativas entre ellos, aunque ambos superaron significativamente
al T3 (24.32 £ 5.62%). En cuanto a DPPH, el tratamiento T4 present6 la mayor
capacidad antioxidante (61.83 = 12.16%), significativamente superior a T1 y T2 (p <
0.05).

En los sustratos gastados, no se detectaron diferencias estadisticas significativas en
el contenido de fenoles, flavonoides o taninos entre los tratamientos, no obstante, se
observaron concentraciones relativamente elevadas de flavonoides en todos los
tratamientos (1.99-2.27 mg rutina g'). La actividad antioxidante fue menor que en los
cuerpos fructiferos. Aunque no se detectaron diferencias significativas para ABTS, el
tratamiento T4 mostrd la mayor inhibicion de DPPH (30.25 £+ 0.64%, p < 0.05),
superando significativamente a T1 y TO.

Estos resultados sugieren que, si bien el contenido fendlico més alto se encontrd

en el tratamiento TO, la mayor actividad antioxidante (especialmente por el método
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DPPH) se asoci6 con el tratamiento T4, lo cual indica la posible contribucion de otros

compuestos bioactivos distintos a los fenoles evaluados. Ademas, el sustrato gastado

posee una actividad antioxidante importante, lo que resalta su potencial como alimento

para rumiantes.

Tabla 12.Concentracion media de metabolitos secundarios y capacidad antioxidante.

Tratamiento Fenoles Flavonoides Taninos ABTS DPPH

(mg GAE g'+SD) (mgruting'+SD) (mg catechin g'+SD) (Inhibicién% + SD) (Inhibicién % + SD)
P. djamor
TO 5.41+0.92* 1.06+0.512 0.008+0.004* 30.68+8.10*°  34.74+£11.57%b
T1 1.19+0.87° 1.3241.02° 0.007+0.004* 53.53+£22.28*  25.8749.61°
T2 1.00+0.27° 1.36+1.04% 0.01+0.008* 55.72422.64*  28.50+14.88°
T3 0.94+0.23° 1.4741.00? 0.01+0.009* 24.32+5.62° 37.76+13.36%P
T4 1.06+0.10° 1.0740.69? 0.01+0.0052 40.36+14.97*  61.83+12.16*
Sustrato gastado
TO 0.97+0.28* 1.994+0.18% 0.004+0.001* 20.23+7.55% 11.43£0.922
T1 0.91£0.22? 2.144+0.28?2 0.008+0.002? 27.48+7.67° 25.29+0.25%b
T2 1.18+0.13? 2.26+0.09? 0.005+0.0012 18.49+22.64% 18.554+2.5%b
T3 0.78+0.01? 2.15£0.312 0.005+0.0012 27.57+4.05° 24.57+4.25%b
T4 1.22+0.21° 2.27+0.17° 0.008+0.000* 27.88+3.48° 30.25+0.64°
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6.7.1 Metabolitos secundarios no fenolicos en los cuerpos fructiferos de P. djamor

Los metabolitos no fendlicos presentes en los cuerpos fructiferos de P. djamor se
muestran en la tabla 14. Entre ellos, se encontraron 4 aminoacidos esenciales (L-Valina, L-
Leucina, L-Isoleucina, L,D-Fenilalanina) los cuales destacan el valor nutricional de los
basidiomas de P. djamor y coincide con lo reportado por (Barros et al., 2008) y
(Adebayo et al., 2021), estos compuestos pueden participar en rutas metabodlicas
relacionadas con la sintesis de metabolitos bioactivos. Ademads, se encontraron 5
aminoacidos no esenciales (L-Prolina, Alanina, L-Asparagina, Serina, Acido glutdmico) en
todos los tratamientos (T0—T4) con lo cual se refleja la actividad metabolica del hongo

asociada a mecanismos de adaptacion fisioldgica.

Por otro lado, se encontraron 4 acidos grasos (Acido linoleico, Acido palmitico, Acido
butanoico, Acido propanoico) dentro de los cuales el acido linoleico fue el componente
constante en todos los tratamientos, lo cual concuerda con estudios previos que indican
que este acido graso es caracteristico los basidiomas del género Pleurotus, y esta
asociado con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Petraglia et al., 2023; R et

al., 2015).

También se encontrd una base nitrogenada (Pirimidina) presente en todos los
tratamientos, dos acidos dicarboxilicos (Acido succinico y Acido hexanodioico) y un
oxidcido (Acido fosforico), cada uno de los cuales se expresan segun el sustrato sobre

el cual el hongo se desarrolla el hongo.

Por su parte, los acidos palmiticos (T0,T2,T3,T4), butanoico (TO y T1) y
propanoico (T0-T4) que se encontraron podrian estar implicados en la regulacion del

crecimiento micelial y en la generacion de aroma y sabor caracteristicos del hongo.

La deteccion de compuestos nitrogenados como la pirimidina y la uridina en
varios tratamientos indica la participacion de rutas biosintéticas relacionadas con
acidos nucleicos. De igual manera, los acidos dicarboxilicos como el ac. succinico,
fumarico y hexanodioico son intermediarios del ciclo de Krebs, lo que evidencia un

metabolismo aerdbico activo y eficiente en la generacion de energia celular.
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Finalmente, la presencia de acido fosforico y sus derivados en la mayoria de los
tratamientos podria relacionarse con la fosforilacion de moléculas organicas y con la

regulacion energética intracelular.
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Tabla 13. Metabolitos secundarios no fenolicos de los cuerpos fructiferos de P. djamor.

Tiempo de retencion

Tratamiento Compuesto quimico # CAS

(min)
T0,T1,T2,T3,T4 L-Valina 007364-44-5 5.77
TO,T1 Acido Butanoico 055133-95-4 6.06
T0,T1,T2,T3,T4 L-Leucina 007364-46-7 6.77
T1,T2 Acido fosférico, tris-TMS 010497-05-9 6.84
T0,T3,T4 Glicerol 006787-10-6 6.84
T1,T2,T3,T4 L-Isoleucina 007483-92-3 7.17
T0,T1,T2,T3,T4 L-Prolina 007364-47-8 7.23
T0,T1,T2,T3,T4 Acido succinico 040309-57-7 7.47
T0,T1,T2,T3,T4 Acido Propanoico 038191-87-6 7.9
T0,T1,T2,T3,T4 Pirimidina 010457-14-4 8.0
T1,T2,T3,T4 Acido fumarico 017962-03-7 8.11
T0,T1,T2,T3,T4 Serina 064625-17-8 8.49
T0,T1,T2,T3,T4 Acido Butirico 007537-02-2 9.02
T1,T2 L-Homoserina, N, O-bis(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester 1177129-58-6 10.20
T1,T2 Acido malico, tris- TMS 038166-11-9 10.99
TO Acido succinico 038166-11-9 11.00
T4 2-Pyrrolidone-5-carboxylic acid, trimethylsilyl ester 030274-77-2 11.14
T3,T4 Acido Butanedioic, [(trimethylsilyl)oxy]-, bis(trimethylsilyl) ester 038166-11-9 11.38



T3

T4

TO

T3

T1,T2,T3,T4

TO

TO

TO

TO,T3

T2,T4

T2
TO,T1,T2,T3,T4
Tl

Tl

T0,T2,T3,T4
T1,T2
TO,T1,T2,T3,T4
T1,T2,T3,T4
TO,T1,T2,T3,T4

L-Methionine, N-(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester

Alanina

Acido hexanodioico

L,D-Fenilalanina

Glutamic acid, N-(trimethylsilyl)-, bis(trimethylsilyl) ester, L
2,3,4-Trihydroxybutyric acid tetrakis(trimethylsilyl) deriv., (R* ,R*)-)
4-Hydroxyphenylethanol, di- TMS

Acido glutamico

N,O-Bis(trimethylsilyl)-L-phenylalanine

L-Asparagina

a-Aminoadipic acid, triTMS

Acido fosforico

D-Ribo-Hexitol, 3-deoxy-1,2,4,5,6-pentakis-O-(trimethylsilyl)-
Acido Pentanedioico

Acido Palmitico

Myoinositol TMS

Acido Linoleico

Uridina, 2',3',5'"-tris-O-(trimethylsilyl)-

D-(+)-Trehalose, octakis(trimethylsilyl) ether

027844-10-6
002899-42-5
055520-93-9
002899-42-5
015985-07-6
038191-88-7
321884-10-0
015985-07-6
007364-51-4
055649-62-2
066434-50-2
031038-11-6
034665-31-1
038166-12-0
055520-89-3
002582-79-8
056259-07-5
010457-16-6
1000380-43-8

11.53
11.96
11.75
12.02
13.47
12.18
12.44
13.48
13.55
14.46
15.22
16.27
17.47
18.02
20.56
21.72
23.46
29.30
35.65
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VII. CONCLUSIONES

En esta investigacion, se evalu6 el efecto del pretratamiento biolégico como
etapa previa para el proceso de digestibilidad en rumen que obtuvo mejoras
significativas y un promedio en el aumento de la digestibilidad 14+ 3.6 % en
comparacion con el control que no fue tratado con el hongo. Sin embargo, se
requieren mas investigaciones para optimizar su aplicacion practica y evaluar su
impacto a largo plazo.

Por lo tanto, el uso del hongo P. djamor es una opcidn viable para combatir la
acumulacion de grandes cantidades de bagazo de agave transforméandolo en un
forraje alternativo para rumiantes y al mismo tiempo sus fructificaciones aportan
elementos nutritivos para la nutricion humana.

En temas de productividad es posible reafirmar que el rastrojo de maiz es un
sustrato optimo en términos de productividad con valores de Eficiencia bioldgica
mayores al 100%, pero las mezclas con bagazo de agave aportan caracteristicas
diferenciales de interés nutricional y funcional, en particular, el tratamiento T2
destaca como la opcion mas eficiente para maximizar el desarrollo de cuerpos
fructiferos sin comprometer su apariencia ni consistencia de los cuerpos fructiferos,
incorporando ademas un 80% de bagazo de agave en la mezcla de sustratos.

La seleccion del sustrato puede guiarse por el objetivo de produccion,
priorizando el rendimiento, la textura o el valor nutricional los intereses particulares
del productor.

Por otro lado, a pesar de que el bagazo de agave es un residuo abundante y
rentable de la industria tequilera, su empleo como medio de cultivo para Pleurotus
djamor requiere estrategias de manejo, tales como el uso de mezclas con otros

desechos agricolas para obtener buenos porcentajes de produccion.
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