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RESUMEN

El presente trabajo se realiz6 con la finalidad de producir una alternativa de alimento
enriquecido con proteina microbiana a base de nopal para las zonas éaridas y
semiaridas del pais. El objetivo del trabajo fue obtener un forraje enriquecido en
proteina microbiana con el uso de Saccharomyces cerevisiae o Lactobacillus y/o
urea para su uso como alimento para rumiantes. Al final de varias evaluaciones de
FES de nopal variando concentraciones de levadura, urea y tiempo se realizd una
FES empleando nopal (O. ficus indica) y levadura (S. cerevisiae) en diferentes
tratamientos (TTM): 1) 0% levadura 'y 0% urea; 2) 0.75% levadura y 0% Urea; 3) 0%
levadura y 1% urea; y 4) 0.75% levadura y 1% urea. Los TTM se realizaron en
cubetas adicionando 9 kg de nopal picado, se tomaron muestras homogéneas a las
0, 6, 12, 18, 24 h de FES establecidas después de algunas pruebas, para realizar
las siguientes determinaciones: proteina cruda (PC), materia seca (MS), fracciones
de fibra, pH, temperatura interna, amonio, carbohidratos solubles, unidades
formadoras de colonias (UFC) y variedad de microorganismos presentes. El pH y el
contenido de MS promedio de los 4 tratamientos en todos los tiempos de FES fue
de 5y 7.3%, respectivamente. Se observé interaccién (P<0.05) TTM x tiempo sobre
el contenido de amonio, PC y carbohidratos solubles. El nimero de UFC y el
contenido de PC en el nopal fermentado se incrementd (P<0.05) con la adiciéon de
levadura y urea (TTM 4), seguida de la adicién de urea (TTM 3), principalmente de
las 0 a las 3 h de FES. Debido al alto crecimiento de la levadura tanto inoculada
como asociada al nopal se observé un acelerado consumo de carbohidratos
solubles y una mayor produccién de amonio de las 0 a las 3 h, permaneciendo
constantes a lo largo de la FES. En cuanto a diversidad microbiana en los
tratamientos con la adicién de urea como de levadura se favorecié la dominancia de
las levaduras en todo el proceso de FES. La FES del nopal adicionado con 0.75%
de levadura y 1% de urea con un tiempo de fermentacion de 3 a 24 horas da como
producto un alimento enriquecido en su contenido de proteina microbiana para ser
utilizado en la alimentacién de rumiantes.

(Palabras clave: Nopal, Saccharomyces cerevisiae, fermentacion en estado sélido)
2



SUMMARY

The purpose of this work was to produce an alternative type of food enriched with
microbial protein based in prickly pear (Opuntia ficus indica) for arid and semi-arid
areas of the country. The objective was to obtain an enriched microbial protein using
Saccharomyces cerevisiae or Lactobacillus and/or urea to use as feed for ruminants.
After several tests of Solid state fermentation (SSF) of prickly pear with varying
concentrations of yeast, lactobacillus and/ or urea, an SSF was performed using
prickly pear (Opuntia ficus indica) and yeast (S. cerevisiae) in the following
treatments (TTM): 1) 0% yeast 0 % urea; 2) 0.75% and 0% Urea yeast; 3) 0% 1%
yeast and urea; and 4) 0.75% yeast and 1% urea. Treatments were carried in
buckets by adding 9 kg of chopped prickly pear. Homogeneous samples were taken
at 0, 6, 12, 18, 24 h of SSF established after some testing, to perform the following
determinations: crude protein (PC), dry matter (MS), fiber fractions, pH, internal
temperature, ammonium, soluble carbohydrates, colony forming units (CFU) and a
variety of microorganisms. The pH and content of MS of 4 treatments at all times
SSF was 5 and 7.3% on average, respectively. Interaction (P <0.05) TTM x Time on
the content of ammonium, PC and soluble carbohydrates, was observed. The
number of CFU and PC content in the fermented prickly pear increased (P <0.05)
with the addition of yeast and urea (TTM 4), followed by the addition of urea (TTM
3), mainly from 0 to 3 SSF h. Due to the high growth of yeast inoculated as well as
associated to the prickly pear, accelerated consumption of soluble carbohydrates
and increased production of ammonium of 0 to 3 h was observed, having remained
constant throughout the SSF. Regarding microbial diversity in treatments with the
addition of urea as yeast, the dominance of yeasts was superior in the SSF process.
The prickly pear SSF with an added 0.75% yeast and 1% urea and a fermentation
time from 3 to 24 hours gives as a product enriched in content of microbial protein

for use in feeding ruminants.

(Key words: Prickly pear, Saccharomyces cerevisiae, Solid state fermentation)
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1. INTRODUCCION

En las regiones aridas y semiaridas de México existen pocas alternativas de
produccion de forrajes en condiciones de temporal por la escasez de agua, deterioro
de suelos, erosion y altos costos de produccién por el precio del combustible, de la
semilla y del fertilizante entre otros (Aguilera, 2001; Flores, 1995). En estas zonas,
el nopal (Opuntia ficus indica) es una opcion para su inclusion en dietas para
rumiantes. En el presente estudio se pretende producir una alternativa de alimento
utilizando nopal como base de la alimentacién de rumiantes, ya que tiene una amplia
distribucion en el pais, ademas de presentar caracteristicas importantes como son
la resistencia a las condiciones climatolégicas extremosas con un rango de
temperatura de 0 a 35° C, resistencia a la escases de lluvia durante periodos
prolongados pudiendo vivir con precipitaciones de 150 a 800 mm, en cuanto a
altitudes se puede cultivar de 800 a 2600 msnm y puede desarrollarse en suelos
con pH de 6.5 a 8.5. Estas caracteristicas lo hacen muy prometedor para suelos
pobres y con poca disponibilidad de agua para riego (Silva y Acevedo, 1985). La
mayoria de las especies forrajeras mexicanas poseen espinas para protegerse de
los herbivoros, lo que es el principal obstaculo en su uso como alimento de ganado.
Existen algunas especies de Opuntia ficus indica que no tienen espinas, y son
facilmente consumidas por el ganado (Martinez, 2009), tiene mayor eficiencia
productiva que muchas gramineas o pastos forrajeros de hoja ancha, precocidad de
crecimiento y alta produccion, resistencia a plagas y enfermedades y buena
aceptacion por el ganado (CONAZA, 1994; Rodriguez, 2012). Su contenido de
proteina es bajo, estando en el rango 3 - 4% (BS), por lo que ésta se convierte en
la principal limitante para llenar los requisitos de los animales cuando se alimentan
con nopal, por lo cual es primordial incrementar este nutrimento (Aguilera et al.,
2001; Flores y Suassuna, 2006). El nopal es extensivamente utilizado por el ganado
como un alimento de emergencia para el ganada durante épocas de extrema

sequia, en areas aridas y semiaridas del mundo (Martinez, 2009).

Para incrementar el contenido de la proteina en el nopal se puede utilizar levaduras,

hongos y bacterias en el proceso de fermentacion aerdbica (Flores y Suassuna,
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2006). En la bibliografia se reporta el uso de la levadura Saccharomyces cerevisiae
en harina de maiz precocida logrando el incremento en la cantidad de proteina
desde un 7 a 41% (Gualtieri y Sanchez, 2003). El uso de Saccharomyces cerevisiae
como suplemento en dietas fibrosas produce modificaciones en los patrones de
fermentacion en el rumen mejorando la utilizacidén de la fibra y la disponibilidad de
los nutrientes aumentando el nimero de bacterias celuloliticas y disminuyendo la
concentracién de &acido lactico (Rodriguez, 2012). Con base en lo anterior se
pretende determinar el nivel de in6culo (Saccharomyces cerevisiae o Lactobacillus),
de fuente de nitrégeno y el tiempo en que este inoculo llega a su maxima
reproduccidn, también se pretende determinar distintas variables para considerarlo

como una opcién de alimentacion.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Opuntia

El género Opuntia es el mas diverso y ampliamente distribuido en América con entre
191-215 variedades. Segun Reyes Aguiero (2005), en los estados de
Aguascalientes, Guanajuato, Hidalgo, San Luis Potosi, Zacatecas y parte de los
estados de Jalisco, Michoacan y Querétaro, se encuentra la mayor riqueza de
variantes silvestres (35% del total de Opuntia) y cultivadas de Opuntia (144
variedades) (Anaya y Bautista, 2008; Scheinvar et al, 2011). Su clasificacion

taxonémica se presenta en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacién taxonémica de Opuntia.

Reino Plantae
Subreino Embryophytha
Division Angiosperma
Clase Dicotiledonea
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Tribu Opuntiae
Subfamilia Opuntioideae
Genero Opuntia
Subgénero Platyopuntia

(CONAZA, 1994; Espinosa, 2010)

Existe una gran variacion entre las especies del género Opuntia, la cual puede
deberse a cambios genéticos y a las diferencias en las condiciones ambientales
afectando la talla, coloracion de la flor, presencia y longitud de espinas,
diferenciacion morfologica y fisiolégica, crecimiento alométrico de los drganos
usados, cambio de color y textura, pérdida de sustancias tdxicas y/o amargas,
pérdida de los medios naturales de dispersion y de la germinacién por estratos,
obtencién de maduracién simultanea, cambios en la duracion del ciclo de vida y

mayor rendimiento del producto (Scheinvar et al., 2011).
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El nopal presenta metabolismo acido de las crasulaceas, se caracteriza porque los
estomas se mantienen abiertos durante la noche para absorber CO2, en tanto que
durante el dia, los estomas permanecen cerrados para evitar la pérdida de
humedad, es un mecanismo de adaptacién de las plantas de zonas aridas para
facilitar la fotosintesis y ahorrar agua. Las ventajas de la Opuntia incluyen alta
produccién de biomasa, buena palatabilidad y valor nutritivo, perennifolios,
resistencia a sequia y adaptacion al suelo. Opuntia tiene alto contenido de ceniza
(26 g/kg MS) y agua (926 g/kg Base humeda), pero bajo contenido de proteina cruda
(58 g/kg MS) y fibra detergente neutra (185 g FDN por kg MS) (Martinez, 2009).

Los atributos poco deseables de Opuntia son aquellos representados por su bajo
nivel de proteina, alto contenido de minerales, especialmente calcio; y su alto
contenido de humedad que frecuentemente los convierten en forrajes inviables para
ser transportados o incluso manejados en la propia unidad de produccién (Gutiérrez,
2010).

La Conaza (1994) y Rios y Quintana (2004) describen las siguientes caracteristicas

generales de Opuntia:

e Raiz: el sistema radicular es perenne, extenso y superficial. Las raicillas
secundarias estan provistas de pelos absorbentes, caducas, ya que se
limitan a la época de lluvias, lo que le permiten aprovechar el agua durante
los breves periodos de lluvias.

e Tallo: es cilindrico con partes planas denominadas cladodios que cuando
estan tiernos son muy suculentos y poco lignificados.

e Flor: las flores son diurnas, solitarias, sentadas, nacen en la base de las
aureolas que funcionan indistintamente como yemas florales o vegetativas.
La aparicion de la flor tarda en promedio 55 dias después de la aparicién de
las yemas florales, permaneciendo abierta durante 24 horas.

e Fruto: el fruto es una baya ovoide carnosa, cilindrica, de diversos colores y

de tamano de 5 a 6¢cm.
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e Caracteristicas del medio ambiente: El rango 6ptimo de temperatura es entre
15y 28 °C, soportando una temperatura maxima de 35 °C y a temperaturas
menores de 5 °C los retofios mas tiernos empiezan a sufrir dafios causados
por frio incluso a temperaturas bajo 0 °C puede morir la planta en su totalidad.
El rango éptimo de precipitaciones bajo las que se puede desarrollar el nopal
oscilan entre 150 y 1800 mm distribuidos durante todo el afo. Crece en
suelos con pH de 6.5 a 8.5. y se presenta desde el nivel del mar hasta los
2,600 m sobre el nivel del mar.

En algunos casos el contenido de agua del nopal puede ser una ventaja en épocas
de sequia, ya que los ovinos pueden estar consumiendo nopal por meses sin tomar
agua. Los ovinos pueden consumir de 6.5 a 11 kg/animal/dia de nopal fresco, lo que
equivale a un consumo de materia seca de 0.85 a 1.4 kg/animal/dia (Diaz et al.,
2011).

Dentro del género Opuntia, se encuentra la especie Opuntia ficus indica, la que a

continuacion se describe.
Opuntia ficus indica

Opuntia ficus indica casi no tiene espinas, es un vegetal arborescente de 3 a5 m
de alto, su tronco es lefoso y mide de entre 20 a 50 cm de diametro. Forma pencas
o cladodios de 30 a 60 cm de largo x 20 a 40 cm. de ancho y de 2 a 3 cm de espesor
(Figura 1). Sus ramas estan formadas por pencas de color verde opaco con areolas
qgue contienen espinas mas o menos numerosas, amarillas y produce flores de 7 a
10 cm de largo, su fruto es oval de 5 a 10 cm de largo x 4 a 8 cm de diametro y su
color puede ser amarillo, anaranjado, rojo o purpureo con abundante pulpa carnosa

y dulce.

Se localiza principalmente en los estados de Zacatecas, San Luis Potosi,
Aguascalientes, Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, México, Tlaxcala, Puebla, Querétaro
y Oaxaca (Scheinvar et al., 2011; Anaya y Bautista, 2008).
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Figura 1. Raqueta de Opuntia ficus indica

El nopal que se utiliza para consumo humano comunmente conocido como nopal
verdulero o nopalito, es la penca tierna que se cosecha comercialmente cuando

alcanza una longitud de 15 a 20 centimetros (Espinosa, 2005).

La longevidad promedio de las plantaciones de nopal es de 5 a 7 afos, alcanzando
algunas veces hasta 10 afnos con buenos rendimientos; en terrenos apropiados con
pH neutro y con précticas constantes de cultivo, sin problema de plagas, el nopal
puede llegar a vivir hasta 80 afos alcanzando de 80 a 90 ton/ha/afo en base
humeda. Las plantaciones comerciales de explotaciones intensivas, pueden durar
3 anos (Rios y Quintana, 2004).

En el sistema de cultivo tradicional los indices de productividad oscilan entre 30 a
50 ton de materia seca por ha por afo y en el sistema intensivo puede llegar a
producir de 200 a 620 ton de cladodios en buen estado (Base humeda), mientras
que de maiz forrajero bajo condiciones de riego produce 49 ton, y en temporal 25
ton/ha en base seca (Santos et al., 2010; Valdez et al., 2010).
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2.2 El Nopal en México

En alrededor del 70% del territorio del centro y norte de la Republica Mexicana las
condiciones climatologicas son extremosas y no llueve en periodos prolongados,
por lo que el nopal es aprovechado para alimentar en épocas de estiaje y/o de
invierno para ganado caprino, bovino y ovino. El nopal tiene importancia en la
conservacion del suelo, pues protege la capa fértil contra la erosiéon debido al tipo
de sistema radical que posee, asimismo, los cladodios retienen particulas organicas
gue mueve el aire, las cuales resbalan por su superficie hasta el suelo, o bien,
guedan en las ramificaciones, donde el agua de lluvia las arrastra para depositarlas
al pie de las plantas para formar asi una capa de materia organica que aumenta
constantemente el espesor y mejora la calidad del suelo (Aguilera et al., 2001;
Santos et al., 2010).

La mayoria de las variedades de nopal distribuidas en la Republica Mexicana son
silvestres y reportandose aproximadamente 3 millones de hectareas, en los estados
de Zacatecas, Aguascalientes, San Luis Potosi, Jalisco, Coahuila, Nuevo Ledn,
Tamaulipas y Chihuahua (Flores et al., 1995; Diaz et al., 2011).

Es también importante sefalar que a pesar de la relevancia actual que tiene el nopal
forrajero, la produccion se mantiene estancada desde hace 10 afos. Es posible que
los 3 millones de hectareas con nopales silvestres existentes en el pais, sean el
motivo por el cual a muchos de los ganaderos no les interesa producir o comprar
nopal forrajero, pues lo tienen de manera silvestre. Por ello, no existe una cultura
de produccién del nopal forrajero (Anaya y Bautista, 2008).

Para optimizar la duracién de la plantacion, asi como la produccién de nopal para
su uso como forraje es necesario conocer las formas de cosecha de las raquetas

de nopal.

En cuanto a las formas de cosechar el nopal es necesario definir la tasa de
extraccion (proporcidn de la planta que se corta), la cual segun Aguilera et al. (2001)
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encontraron que la mayor cantidad de brotes jévenes se produce cuando la tasa de
extraccion esta entre el 25 y 50%.

Aguilera et al. (2001) describen los métodos de uso del nopal en la alimentacién

animal:

1. Pastoreo sin asistencia donde se introducen los animales a consumir el
alimento sin ningun proceso, reduciendo el costo, sin embargo, se
desperdicia entre el 15 y 35% del forraje.

2. Chamuscado para pastoreo que consiste en quemar las espinas utilizando
un lanzallamas que utiliza como combustible gas butano, diésel o petréleo, el
desperdicio es alrededor del 5 al 7%, en este paso los costos se incrementan
por el uso de combustible.

3. Chamuscado, corte y picado en pesebre. Donde se queman las espinas
antes de realizar el corte para la cosecha, se transporta y se pica o tritura y
después se ofrece al animal, con esta técnica se controla la tasa de
extraccion, la cual es la cantidad de individuos extraidos entre los existentes
y se disminuye o nulifica el desperdicio. Este es el paso mas costoso por la

mano de obra y uso de combustible

Una de las ventajas del nopal es su almacenaje, ya que conserva sus caracteristicas
organolépticas y nutritivas teniendo hasta un 96% de pencas viables a los 14 dias
postcosecha en otoio, invierno y primavera y de 11 dias en verano si se almacena
bajo sombra (Aguilera et al., 2001). Fortiz y Rodriguez (2012) reportan que la vida
de anaquel del nopal se prolonga sin ninguna alteracién hasta por 7 dias a 5 °C.

El nopal para ser utilizado como alimento para ganado debe ser combinado con
otros alimentos para complementar los requerimientos de los animales, ya que
presenta bajo contenido de proteina, a pesar de ser rico en vitaminas, minerales,
carbohidratos solubles y fibra, su composicidon es variable segun la etapa de
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cosecha y la variedad utilizada (Aguilera et al., 2001; Mejia et al., 2010). En el

Cuadro 2 se resume su composicién:

Cuadro 2. Andlisis Quimico Proximal del nopal molido (% en Base Seca)

Nutrimento Composicion (%)
Materia seca 10-14
Cenizas 19
Materia organica 59 — 86
Proteina cruda 1.7-4
Extracto etéreo 03-24
Fibra cruda 3-17.6
Extracto libre de nitrégeno 43 - 74

(Aguilera et al., 2001; Espinosa, 2005; Flores y Suassuna, 2006; Diaz, 2011; Gamez
etal., 2012)

Para incrementar el contenido de PC del nopal se recomienda emplear una
biotecnologia llamada FES, donde al utilizar hongos, levaduras o bacterias se
pueden transformar productos o ingredientes de baja calidad en alimentos
fortificados que aumentan su contenido de proteina cruda y proteina verdadera, asi
como promueven una mayor digestibilidad y consumo en los animales para mejorar

la produccién animal (Gutiérrez et al., 2008; Subramaniyam y Vimala, 2012).

2.3 Fermentacién en estado solido

Existen diversas definiciones en cuanto a qué significa la fermentacion en estado
solido (FES). Una de ellas dice que las fermentaciones en estado sélido son
aquellas en donde se promueve el crecimiento microbiano sobre un sustrato sélido
con ausencia de un liquido libre, variando el nivel de humedad del 30 a 80% y la
formacion de productos sobre o dentro de una matriz solida (Bhargav, 2007; Ruiz
et al., 2007). El agua es un componente necesario, pero se encuentra en forma
absorbida dentro de la matriz sélida (Nandakumar et al., 1994). La FES es la

transformacion de materia sélida por medio de la accién microbiana de forma
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aerobia (Raimbault, 1998). La aireacién se da de 0.5 a 5 veces el volumen del
recipiente por hora (Bashir et al., 2011).

Ademas de mejorar la calidad de los ingredientes, como el nopal; el proceso debe
de ser sencillo y econémico, de tal manera que sea una opcion real para que los
productores puedan mejorar la eficiencia de produccion. Los dos elementos
fundamentales para la realizacion de la FES son el uso de pequefas cantidades de
ingredientes que coadyuven a la fermentacion del material y al desarrollo de los
microorganismos como carbohidratos (melaza), fuentes nitrogenadas (urea, sulfato
de amonio), vitaminas y minerales; asi como la adicion de microorganismos. Los
microorganismos se pueden reproducir al inocular el substrato con una mezcla de
microorganismos a base de bacterias (Lactobacilos spp.) y levaduras (S.
cerevisiae), asi como con una fuente de energia altamente disponible y de facil
fermentacion, como la melaza, jugo de cafa, suero de leche, efluentes de destileria,
azucar de cana y otros, cuya inclusidén en la mezcla puede fluctuar entre 5 y 15%
(Gutiérrez et al., 2008).

Las fuentes de carbohidratos del nopal pueden ser vehiculo adecuado para mejorar
el contenido proteico en la alimentacion, mediante la conversién a proteina por

medio de procesos de FES (Alvarez, 1990).

La FES se realiza en biorreactores que son los contenedores donde se efectua el
proceso de cultivo, su disefio debe ser tal que asegure homogeneidad entre los
componentes del sistema y condiciones optimas para el crecimiento microbiano y la
obtencidn del producto deseado. Los mas utilizados a nivel industrial estan provistos
de mecanismos de agitacién, dispersion y aireacidén asi como de sistemas para el

control de la temperatura y pH (Ruiz et al., 2007).

2.4 Tipos de fermentacion en estado sélido
La FES se divide en dos grupos (Pandey, 1991):
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1. Fermentacidn sélida estatica sin agitacion:
Los materiales inoculados permanecen en reposo durante la fermentacion y
se ha empleado para el enriquecimiento proteico de materiales con alto

contenido de carbohidratos (almidén).

2. Fermentacién soélida con agitacién continua u ocasional:
Este grupo a su vez se subdivide en:
e Fermentacion con agitacion ocasional sin aireacion.
e Fermentacién con agitacién lenta continua sin aireacion.
e Fermentacidn con agitacién ocasional con aireacion.
e Fermentacion con agitacion continua y con aireacion.
En este grupo se incluye cualquier sistema con remocién o movimiento de
los materiales durante la fermentacién, usualmente con el fin de mejorar el

intercambio gaseoso y el control de la temperatura.

La practica de la FES no necesita de equipos complejos y por eso puede ser
aplicada como una biotecnologia de bajo costo. Asi se pueden ahorrar en el costo
de produccién de alimentos ricos en proteinas (Gonzalez et al., 1984, Gonzalez,
1987).

2.5 Variables a considerar en fermentadores en estado solido.

Las variables con mayor importancia en FES son: tipo de microorganismos,
contenido de humedad, concentracién de in6culo, temperatura, pH, agitacién,

aireacion, forma y tamano de particulas.

Microorganismos:
Basado en el tipo de microorganismos presentes en la FES se dividen los

microorganismos en dos grupos principales:

e Natural (silvestre o nativo), cuyo ejemplo es el ensilaje y la composta que
utilizan microflora natural proveniente del mismo material a fermentar.
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e Puro (individual o mezclado), son generalmente empleados a nivel industrial
que requiere de un control y la utilizacidn de un sustrato seleccionado
(Pandey, 1992).

En las fermentaciones sélidas, la seleccion de un microorganismo adecuado es
importante para su desarrollo. Diversos grupos de microorganismos pueden crecer
en sustrato soélido, sin embargo, el bajo contenido de agua libre en este tipo de
fermentaciones, favorecen para el desarrollo de los hongos. Los hongos crecen en
el medio sélido produciendo proteina a partir del consumo del sustrato, adicionado
con fuentes inorganicas de nitrégeno y otros minerales (Pandey, 1992).

Algunos de los microorganismos utilizados en los fermentadores en estado sélido
estan las bacterias (Clostridium Spp., Lactobacillus spp., Streptoccus spp., etc.)
para ensilados, compostaje y alimentos; hongos (Alternaria spp., Penicilium
notatum, Aspergillus niger, etc.) para compostaje, penicilina, queso y enzimas; y
levaduras (Saccharomyces cerevisiae, Schwanniomyces Castelli, Endomicopsis
burtonii, etc.) para produccién de alimento y etanol entre otros (Bashir, 2011).

Humedad.
Cuando el contenido de agua es muy alto los espacios vacios entre las particulas

se llenan de agua desalojando al aire y provocando disminucién del oxigeno en la
masa, y ademas podria estimular la contaminacion bacteriana. La importancia del
agua en el sistema es debido al hecho que la mayoria de las células viables se
caracterizan por su contenido de humedad que va del 70 al 80 %. En este sentido
se ha establecido que en caso de utilizar bacterias, la humedad en el material
debera tener mas del 70%. En caso de utilizar levaduras el rango puede ser mas
amplio entre 60 y 70 %, y para los hongos, un rango aun mas amplio de 20 al 70 %
de humedad (Cabrero, 1987; Alvarez, 1990; Pandey, 1992).

Cantidad de indculo:
Para asegurar un rapido crecimiento microbiano, se requiere una alta concentracion

de microorganismos en la inoculacion, asi como para reducir la competencia con
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otros microorganismos por el sustrato. La cantidad éptima de inoculacion varia de
105a 107 UFC/g de material seca (Pefaloza, 1981).

Se recomienda del 1 al 20% de indculo de hongos y bacterias en los procesos tipicos
de fermentacion en estado sdlido (Bashir, 2011), sin embargo, es importante

considerar la viabilidad econémica.

Temperatura
La mayor parte de los lactobacilos son meséfilos (30 - 40°C), aunque su rango de

temperaturas para el crecimiento oscila entre 2 y 53°C, algunos crecen por debajo
de 15°C y hay cepas que crecen por debajo de 5°C. Otros crecen a temperaturas
bajas, cercanas al punto de congelacién (por ejemplo, los que habitan en carnes y
pescados congelados). Los llamados lactobacilos “termdfilos” pueden tener un
limite superior de temperatura de 55°C y no crecen por debajo de 15°C (Samaniego
y Sosa, 2000).

La temperatura de crecimiento de la mayoria de las levaduras esta comprendida
entre 5 y 37°C, siendo su valor optimo entre 28 y 30°C, las levaduras pueden
soportar temperaturas que van desde los 5 hasta los 55°C (Uribe, 2007; Pandey,
1992). Se ha visto que temperaturas mayores de 30-34°C la produccién de levadura
se deprime (Postmus et al., 2011).

Los hongos pueden crecer en un amplio rango de temperatura entre los 20 y 45°C
(Penaloza, 1981; Cabrero, 1987).

pH:
Los lactobacilos crecen bien en medios ligeramente acidos, con pH inicial de 4.5 -

6.4 y con uno optimo de desarrollo entre 5.5 y 6.2. Su crecimiento cesa cuando el
pH alcanza valores de 4 y disminuye notablemente en medios neutros o ligeramente

alcalinos (Samaniego y Sosa, 2000).

El pH 6ptimo para el crecimiento de levaduras varia de 4.5 a 6.5 aunque muchas
especies toleran variaciones de 2 — 8 (Uribe, 2007).
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Los hongos crecen a pH acidos entre 3 y 4.5. Durante la fermentacion el pH tiende
a variar dependiendo de la cantidad de urea y sales de amonio que intervengan en
la FES (Penaloza, 1981).

Aireacion y agitacion:
Son parametros claves de la transferencia de masa dentro de las particulas. La
transferencia de oxigeno entre las particulas depende de los espacios libres, de la

aireacion y la agitacion o mezclado (Penaloza, 1981; Gonzalez et al, 1989).

Estos dos factores tienen una influencia determinante en la FES debido a dos
aspectos fundamentales: demanda de Oxigeno en el proceso aerdbico; y la
homogeneidad en el calor y la masa en un sistema heterogéneo. Una posible
solucién para resolver el problema de heterogeneidad es la agitacién continua o
intermitente con excelentes resultados. En el caso de bacterias o levaduras, la
agitacion podra favorecer la degradacion de la biomasa relacionado al flujo de aire
principalmente cuando las células no estan bastante ajustadas a la superficie del
sustrato (Pandey, 1992).

Forma y tamario de las particulas:
En las reacciones bioquimicas de las FES el oxigeno es esencial, y para ello el

oxigeno debe de difundirse en la capa acuosa que rodea a la particula sélida o
penetrar en los poros del sustrato. En consecuencia, el tamano y la forma de las
particulas determinan el grado de porosidad. El tamafio de particula mas éptimo
varia dependiendo del sustrato, del microorganismo a utilizar, de la cantidad de
oxigeno presente en el medio y del tamafo del fermentador. Las particulas
pequenas tienen la ventaja de poseer una mayor relacion de superficie a volumen.
Esta relacion tiene una gran influencia sobre la transferencia de masa inter e

intraparticula (Gonzalez et al., 1989).

La reduccién en el tamafo de particula por medio del molido es uno de varios
procesos que incrementan el aumento en la superficie de contacto para el

crecimiento microbiano. Las particulas muy pequenas pueden producir contraccidon
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o compactacién en las matrices del sustrato que promueven problemas en el

incremento de masa y transferencia de calor (Pandey, 1992).

En cuanto al tamano de particula es importante sefalar que éste depende del
tamano del reactor, ya que en algunos casos a pequefa escala es necesario tener
menor tamafno, ya que no permite el movimiento de forma mecanica, ni la

transferencia de calor ni aireacion.

2.6 Levaduras y su empleo en alimentacién animal

Las levaduras son microorganismos unicelulares de crecimiento vegetativo que,
dependiendo de la especie, pueden utilizar diversos compuestos como las
pentosas, alcoholes de azucar, acidos organicos y polisacaridos y casi todas las
especies, con raras excepciones, utilizan iones de amonio para la sintesis de

proteina (Becerra, 2006).

El crecimiento de algunos microorganismos como las levaduras se ve
potencializado por la presencia de carbohidratos fermentables (celulosa, almidén y
azucares) como fuente de energia, oxigeno y otros nutrientes como el nitrdgeno no
proteico (Losane et al., 1992; Raimbault, 1998; Diaz, 2009, 2012; Rodriguez, 2012).

Las levaduras son microorganismos que presentan un rapido crecimiento en
diferentes medios con carbdn (carbohidratos) y nitrégeno (proteina y nitrégeno no
proteico). Pueden crecer en condiciones aerobicas y anaerébicas, por lo que
presentan metabolismo respiro-fermentativo segun las condiciones a la que se
sometan. Las levaduras en cultivos batch aerdbicos producen mayores
rendimientos de biomasa que en cultivos anaerébicos (Figura 2). Ya que bajo
condiciones anaerdbicas (limitacibn o ausencia de oxigeno) los carbohidratos
fermentables son consumidos en la formacién de etanol y diéxido de carbono, lo

cual resulta en bajos rendimientos de levadura (Van Dijken et al., 2000).
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Figura 2. Fermentacidén anaerdbica (Champe et al., 2008)

Durante el metabolismo de carbohidratos, éstos son transformados en piruvato y de
ahi, bajo condiciones aerobicas se convierte en acetil-CoA, la cual produce NADH
en la mitocondria via el Ciclo de Krebs. Subsecuentemente estos NADH son
oxidados por la cadena respiratoria en la membrana mitocondrial, el resultado final
es la produccion de ATP y calor (Figura 3). Por lo tanto, la eficiencia respiratoria
esta en funcién de la disponibilidad de oxigeno (Postmus et al, 2011). Esta
produccion de energia es mucho mas eficiente que la que se produce bajo
condiciones anaerdbicas, lo que explica que al haber mas energia, habra mayor
capacidad de sintesis microbiana (Van Hoek et al., 2000).

Dentro de los microorganismos que han sido autorizados para su empleo en la
alimentacion animal podemos distinguir diferentes grupos de bacterias probiéticas
(Bacillus cereus, Bacillus cereus toyoi, Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium, Lactobacillus faciminis, Pediococcus acidilactici) y entre las
levaduras probidticas el género mas comun es el Saccharomyces, especies
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces cerevisiae variedad Boulardii (Van der
Aa Klhle et al., 2005). Todas estas cepas han demostrado efectos positivos en
diferentes especies tales como rumiantes, aves, porcinos, peces y conejos (Breul,
1998).
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Figura 3. Fermentacién aerdbica. (Champe et al., 2008)

Los cultivos de levaduras vivas promueven un ambiente al rumen mas saludable,
reduciendo los niveles de oxigeno y estimulando el crecimiento de bacterias,
principalmente las que degradan las fibras y las que consumen &cido lactico. De esa
forma, dietas a base de pasto, cafia de azlcar y ensilaje, que son ricas en fibras,
son mejor degradadas, resultando en un mejor aprovechamiento de los alimentos
(Valinote, 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Obtener un forraje enriquecido en proteina microbiana con el uso de
Saccharomyces cerevisiae o Lactobacillus y/o urea para su uso como alimento para

rumiantes.

3.2 Objetivos especificos

1. Evaluar efecto del nivel de inclusibn de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) sobre el contenido de proteina cruda, pH y material seca del
nopal fermentado en estado sélido a diferentes tiempos segun la fase.

2. Evaluar el efecto del nivel de inclusién de lactobacilos (Lactobacillus spp)
sobre el contenido de proteina cruda, pH y material seca del nopal
fermentado en estado sélido a diferentes tiempos.

3. Evaluar el efecto del nivel de inclusion de urea sobre el contenido de
proteina cruda, pH y material seca del nopal fermentado en estado sélido
con levadura a diferentes tiempos.

4. Evaluar el efecto del tiempo de fermentacion y la presencia o no de
levadura y urea sobre la calidad nutritiva (pH, MS, amoniaco,
carbohidratos solubles, FDN) y la cantidad y tipo de microorganismos
presentes en el producto obtenido de la fermentacidén en estado sélido de
nopal forrajero.
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4. METODOLOGIA

El experimento y los analisis quimicos se realizaron en las instalaciones del
Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias Naturales campus
Juriquilla de la Universidad Auténoma de Querétaro.

4.1 Material vegetativo

Las pencas de nopal (Opuntia ficus indica) provinieron de la localidad de El Capulin
situado en el Municipio de San José lturbide, Guanajuato, el cual se encuentra a
2130 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 17.8 °C y con una precipitacion
promedio de 400 — 700mm (Figura 4). El tamafno de las pencas empleadas fue de
aproximadamente 30 cm de largo por 20 cm de ancho y 3 cm de espesor, con un
peso aproximado de 1.2 - 1.5 kg y de 1 ano de edad (Figura 5), de una plantacién
de 500 plantas de aproximadamente tres afos de vida (Figura 6). Para los
experimentos se cortd la raqueta un dia antes de su utilizacién por la tarde, se

encostalaron y se llevaron al laboratorio para su posterior utilizacion.

El Salitre g Tierra Blanca
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w3 Los Trigos
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_ Sé'r;tiaac de =
| ——Querétaro 1
o _ e & El Ahorcado
Figura 4. Localizacion del sitio de Figura 5. Tipo de pencas utilizadas
colecta de Opuntia ficus indica en los experimentos

29



Figura 6. Plantacién de Opuntia ficus indica
4.2 In6culos y fuente de nitrégeno

Se utilizaron dos inéculos de productos comerciales, levadura (Saccharomyces
cerevisiae) para elaboracion de pan (Figura 7), lactobacilos (Lactobacillus spp) de
un yogurt natural (Figura 8); y como fuente de nitrogeno se empled urea de uso

agricola (Figura 9).

Figura 7. Levadura de Figura 8. Yogurt natural Figura 9. Urea agricola

panificacién
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4.3 Tratamientos y analisis

El presente trabajo estuvo conformado por cinco fases descritas a continuacién:

4.3.1 Fase 1. Inoculacién con levadura y cinco tiempos de FES aerobia.

Se adicioné el in6culo de levaduras (Saccharomyces cerevisiae) a un nivel de
inclusién de 0.25% y 0.5% en base a materia humeda, permaneciendo bajo estas
condiciones hasta 144 horas. Los muestreos de la fermentacidon en estado sélido se
realizaron a las 0, 24, 48, 72 y 144 horas de FES aerobia.

4.3.2 Fase 2. Inoculacion con cuatro niveles de levadura y siete tiempos de
FES aerobia.

Con base a los resultados obtenidos en la fase 1, se adicioné el indculo de levadura

(Saccharomyces cerevisiae) a un nivel de inclusion viable econémicamente de 0,

0.25, 0.5 y 1% en base a materia hUumeda, permaneciendo bajo estas condiciones

durante 36 horas, realizando muestreos a las 0, 6, 12, 18, 24, 30 y 36 horas de FES

aerobia.

4.3.3 Fase 3. Inoculaciéon con cuatro niveles de lactobacilos y siete tiempos
de FES aerobia.

Evaluacion de la inclusion de lactobacilos (Lactobacillus spp.) a un nivel de inclusién

economicamente viable de 0, 0.25, 0.5 y 0.75% en base a materia humeda.

Permaneciendo bajo estas condiciones durante 36 horas, realizando muestreos a

las 0, 6, 12, 18, 24, 30 y 36 horas de FES aerobia.

4.3.4 Fase 4. Inoculacion con levadura, cuatro niveles de urea y cinco
tiempos de FES aerobia.

Con base a los resultados obtenidos en la fase 2, se evalué un nivel de inclusion

de levadura del 0.75% (Saccharomyces cerevisiae) y diferentes niveles de inclusién
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deureaa0, 0.5, 1y 1.5% en base humeda. Se realizaron muestreos a las 0, 6, 12,
18 y 24 horas de FES aerobia. La urea se adicioné para mejorar la duplicacion
celular de las levaduras como fuente de nitrégeno no proteico (Gutiérrez et al., 2008;
Diaz et al., 2011; Gamez et al., 2012).

En éstas primeras cuatro fases el nopal se corté en pedazos de aproximadamente
1 cm? y se molié en una licuadora para obtener particulas de aproximadamente 2.5
mm. El nopal se depositd en recipientes de PVC con capacidad de 1.5 kg.
Posteriormente, se adiciond el indculo en la concentracion correspondiente a cada
fase y urea segun el caso. Los FES aerobios se taparon con gasa y se colocaron
en condiciones de temperatura ambiente permaneciendo bajo estas condiciones
durante el tiempo establecido (Figura 10). Cada fase se hizo por triplicado. En cada
hora de muestreo el producto fermentado se agité durante 5 segundos, se tomaron
aproximadamente 100 g del material fermentado, e inmediatamente se midi6 su
pH por potenciometria. A la muestra colectada se le determind el contenido de
materia seca (MS) en estufa de aire forzado a 95° y proteina cruda (PC) por el
método de Kjeldahl en fresco (AOAC, 2000).

Los resultados se analizaron aplicando un disefio de medidas repetidas en el tiempo
mediante el analisis de ANOVA aplicando el paquete estadistico SAS (2008). La
comparacion entre medias se realizara con la prueba de Tukey (P < 0.05).

Figura 10. Microfermentadores en estado solido de nopal.
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4.3.5 Fase 5. Inoculacion con dos niveles de levadura, dos niveles de urea y
cinco tiempos de FES aerobia a escala piloto.
De las fases anteriores se determiné incrementar el tamarno de particula ya que en
una produccion intensiva el tamarno previamente utilizado es dificil de obtener, el
porcentaje de inoculo de levadura observando que al valor de 0.75 seguia existiendo
un incremento de proteina, el tiempo de FES y el nivel de urea conociendo que no
era nocivo para la levadura observando que con este nivel seguia habiendo un
incremento constante. Con base en los resultados de la fase 4, se utilizaron dos
niveles de levadura (Saccharomyces cerevisiae) de 0 y 0.75% en base humeda y
dos niveles de urea de 0 y 1% en base humeda como fuente nitrogenada, teniendo
4 tratamientos: 1) 0% levadura, 0% urea, 2) 0.75% levadura, 0% urea, 3) 0%

levadura, 1% urea, 4) 0.75% levadura, 1% urea.

En esta ultima fase, el nopal se cortd en rebanadas de 1 cm de grosor en un molino
con cuchillas con capacidad de 500 kg/h aproximadamente. El molino cuenta con
una apertura en la parte superior por donde se introduce el nopal, penca por penca,
posteriormente por el giro y la gravedad las pencas son cortadas mediante 4
cuchillas soldadas en una placa de acero que gira gracias a un motor con potencia
de 1 HP, de 110 V y 450 r.p.m. (Figura 11).

El nopal picado se depositd en recipientes de polietileno con capacidad de 18 litros.
Posteriormente se adiciond el indculo de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y
urea correspondiente al tratamiento, revolviéndose cuidadosamente hasta
homogeneizar. Los fermentadores en estado solido aerobios se taparon con gasa y
se colocaron a temperatura ambiente permaneciendo bajo estas condiciones

durante 24 horas (Figura 12). Cada tratamiento se hizo por triplicado.
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Figura 12. Fermentacion en estado s6lido de nopal a escala piloto
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Los muestreos de nopal fermentado de cada tratamiento se realizaron a las 0, 6, 12,
18 y 24 horas de fermentacién en estado sélido de forma aerobia. A cada hora de
muestreo se registré la temperatura interna del fermentador y se agité durante 5
segundos el producto fermentado para homogeneizar. Aproximadamente 300 g se
licuaron para reducir el tamaro de la particula, de los cuales se tomaron 100 g del
material fermentado, e inmediatamente se tomé el pH por potenciometria. Una
porcién en fresco de 40 g se empled para determinar el contenido de proteina cruda
por el método de Kjeldahl (AOAC, 2000) y de amoniaco por destilacién (Kiek, 1950),
y otra de 20 g se secd en una estufa de aire forzado a 55° C para obtener el
contenido de materia seca (AOAC, 2000).

En otra porcion de 10 g en fresco se evalud el crecimiento y la diversidad de

microorganismos presentes en el nopal forrajero fermentado en estado sélido).

El resto de la muestra se liofilizo y se molié a través de una malla de 0.5 mm para
posteriormente realizar la determinacién de carbohidratos solubles por el método de
antrona (Fairbairn, 1953), y fibra detergente neutro y acido (Van Soest et al., 1991)
en un analizador de fiora ANKOMZ200 (Ankom Technology Corporation, NY).

Para evaluar el crecimiento y la diversidad de microorganismos en las muestras de
nopal fermentado en estado solido, éstas se mezclaron en un homogeneizador para
laboratorio Stomacher® y se realizé su siembra por extension de superficie en un
medio de cultivo selectivo para mohos y levaduras compuesto de dextrosa y papa,
y se incubaron a 30°+ 2 C durante 96 horas. De cada tratamiento y hora de la FES
se realizo el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC/g) (NOM 092, 1994;
NOM 110, 1994) y se realizé una tincion de Gram (Camacho et al., 2009) para
observar la morfologia de las células e identificar la diversidad de microorganismos
presente en el nopal fermentado (Aquiahuatl y Pérez, 2004).

En la levadura empleada para inocular el nopal para su FES en las diferentes fases

se realizo la determinacion de las UFC/g.
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Los reactivos de desecho de las determinaciones quimicas se eliminaron siguiendo
la Norma Oficial Mexicana Nom-052-SEMARNAT-2005, que establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y los listados de los

residuos peligrosos (Diario Oficial de la Federacion, 2005).
Los resultados se analizaron aplicando un disefio de medidas repetidas en el tiempo

mediante el analisis de ANOVA aplicando el paquete estadistico SAS (2008). La

comparacion entre medias se realiz6 empleando LSmeans (P < 0.05).

36



5. RESULTADOS

51 Fase1

La finalidad de esta primera fase fue la de observar el comportamiento del in6culo
(Saccharomyces cerevisiae), para determinar el tamarfio de particula y el tiempo de

fermentacion.
La concentracion de la levadura empleada como inoculo presenté 34.5 X 108 UFC/g.

El nivel de inclusion de levadura incrementé (P<0.05) el contenido de proteina cruda
(Figura 13) del producto de la FES; mientras que no modifico (P>0.05) el valor de
pH y el contenido de materia seca, presentando un valor promedio de 5.54 y 6.6%,
respectivamente. El tiempo de FES del nopal no provocé cambios (P>0.5) en el
contenido de materia seca y de proteina cruda, presentando un promedio de 6.6 y
14.9%, respectivamente. Sin embargo, en el pH existié diferencia (P<0.05) con
respecto al tiempo de FES entre las 24 y 48 horas, permaneciendo constante hasta
las 144 horas (Figura 14).
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Figura 13. Contenido de proteina cruda del nopal fermentado con respecto al
nivel de levadura (Fase 1)

37



|

|

|

|

1

pH
OO =~ D W~ OO
L

b b b
' l l '
24 48 72 144

Horas de FES

ab Medias con distinta literal son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Figura 14. Comportamiento del pH del nopal fermentado con levadura con
respecto al tiempo de FES (Fase 1)

5.2 Fase?2

En esta fase se decidio incluir cuatro niveles de levadura y utilizar menor tiempo de
FES aerdbica para un proceso mas corto, ya que posterior a las 24 horas de

muestreo no se presentaron diferencias estadisticas.

El contenido de proteina cruda del producto de la FES mostré una interaccion
(P<0.05) entre el nivel de inclusion de levadura y el tiempo de FES (Figura 15),
observandose que a las 6 horas de FES el contenido de proteina cruda se
incrementd proporcionalmente al nivel de levadura, mientras que el tratamiento sin
levadura en ninguna hora aumenté su contenido de proteina cruda. Al 1% de
levadura se produjo un incremento drastico (P<0.05) a las 6 horas de FES para
posteriormente disminuir (P<0.05) paulatinamente hasta las 36 horas. Con 0.5y
0.25% de levadura se incrementa sin ser tan drastico a las 6 horas, pero se mantiene
constante hasta las 36 horas de FES.

El contenido materia seca mostré diferencias significativas (P<0.05) por el nivel de
levadura (Figura 16); sin embargo, en el andlisis realizado por tiempo de FES no

existi6 diferencia (P>0.05) teniendo un promedio de 6.4 %
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Figura 15. Efecto del contenido de proteina cruda del nopal fermentado por el
nivel de levadura y el tiempo de FES (Fase 2)
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Figura 16. Contenido de materia seca del nopal fermentado con respecto al
nivel de levadura (Fase 2)

El pH del nopal fermentado no se vio afectado (P>0.05) por el nivel de levadura

teniendo un valor promedio de 4.59, sin embargo, con respecto al tiempo de FES
el pH se incrementé (P<0.05) de las 0 a las 36 horas (Figura 17).
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Figura 17. Comportamiento del pH del nopal fermentado con levadura con

respecto al tiempo de FES (Fase 2)

5.3 Fase3

En esta fase se utilizaron lactobacilos para conocer su comportamiento en la FES
del nopal.

El producto de la FES del nopal inoculado con diferentes niveles de lactobacilos y a
diferentes tiempos de FES no mostrd diferencias (P>0.05) en el contenido de
proteina cruda y material seca, teniendo un promedio de 10.2 y 5.7%

respectivamente.

El pH del nopal fermentado no se vio afectado (P>0.05) por el nivel de lactobacilos
teniendo un valor promedio de 4.96, sin embargo, con respecto al tiempo de FES el
pH decrecié (P<0.05) a las 6 horas permaneciendo constante hasta las 24 horas,
teniendo posteriormente un incremento a las 36 horas (Figura 18).
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Figura 18. Comportamiento del pH del nopal fermentado con lactobacilos con
respecto al tiempo de la FES (Fase 3)

54 Fase4d

En esta fase se evalué la inclusion de 0.75% de levadura (Saccharomyces
cerevisiae) y diferentes niveles de inclusion de urea, como fuente de nitrégeno,

permaneciendo bajo estas condiciones durante 24 horas de FES.

El contenido de proteina cruda del nopal fermentado mostré diferencias (P<0.05)
con respecto al nivel de inclusion de urea siendo directamente proporcional al nivel
de urea utilizado (Figura 19). Con respecto al tiempo de FES se observaron
diferencias (P<0.05) en cuanto al contenido de proteina cruda, mostrando una
maxima concentracién a las 3 horas y decreciendo hasta las 24 horas (Figura 20).
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Figura 19. Contenido de proteina cruda del nopal fermentado con levadura con
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Figura 20. Contenido de proteina cruda del nopal fermentado con levadura y
urea en relacién al tiempo de FES (Fase 4)

El contenido de material seca del nopal fermentado mostré diferencias (P<0.05) con
respecto al nivel de inclusion de urea siendo directamente proporcional al nivel de
urea (Figura 21). En el tiempo de FES se observaron diferencias (P<0.05) en cuanto
al contenido de material seca, mostrando una disminucién de las 0 a las 12 horas,
para posteriormente permanecer constante hasta las 24 horas (Figura 22).
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Figura 21. Contenido de materia seca en el nopal fermentado con levadura con
respecto al nivel de inclusiéon de urea (Fase 4)
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Figura 22. Contenido de materia seca del nopal fermentado con levadura y urea
con respecto al tiempo de FES (Fase 4)
El pH del producto de la FES mostré interaccion (P<0.05) entre el nivel de inclusién
de urea y el tiempo de FES (Figura 23), observandose que con la inclusién de urea
en el nopal fermentado el valor de pH se increment6 directamente proporcional
(P<0.05) con el tiempo de FES, mientras que el tratamiento sin urea en ninguna
hora se increment6 su valor. En todos los tratamientos con urea el valor de pH fue
mayor que el tratamiento que no la contenia.
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Figura 23. Efecto del valor de pH del nopal fermentado con levadura por el nivel
de urea y el tiempo de FES (Fase 4)

5.5 Fase5

En esta fase existieron variaciones en el tamario del recipiente para la fermentacion
ya que en las fases anteriores se realizaron en cilindros de PVC de 1.5 kg y en este
en recipientes de 18 litros debido a que se buscaron resultados mas reales a la hora
de aplicarlo a un nivel productivo a escala piloto. Se evalu6 la inclusién de dos
niveles de levadura (Saccharomyces cerevisiae) y dos niveles de urea, como fuente
de nitrégeno, permaneciendo bajo estas condiciones durante 24 horas de FES.

La temperatura interna del nopal fermentado no mostr6 diferencias (P>0.05) con
respecto al nivel de inclusion de levadura y/o urea, mostrando un promedio de 20.6°
C. En el tiempo de FES se observaron diferencias (P<0.05) en cuanto a la
temperatura interna, incrementando proporcionalmente al tiempo de FES (Figura
24).
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Figura 24. Temperatura del nopal fermentado con levadura y urea con respecto
al tiempo de FES (Fase 5)

El valor de pH del nopal fermentado mostré interaccion (P<0.05) entre el nivel de
inclusién de levadura y/o urea y el tiempo de FES (Figura 25), observandose que
con la inclusién urea (tratamiento 3 y 4) en el nopal fermentado el valor de pH se
incrementaba directamente proporcional (P<0.05) con el tiempo de FES, mientras
que los tratamientos sin urea en ninguna hora se incrementé su valor. En todos los
tratamientos con urea (3 y 4) el valor de pH fue mayor que el tratamiento que no la
contenia.
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Figura 25. Efecto del pH del nopal fermentado con respecto al tratamiento
(nivel de levadura y urea) y al tiempo de FES (Fase 5)

El contenido de materia seca del nopal fermentado mostré diferencias (P>0.05) con
respecto al nivel de inclusién de levadura y/o urea (tratamiento), mostrando un
menor contenido en los tratamientos con urea (3 y 4) (Figura 26). Sin embargo, en
el tiempo de FES no se observaron diferencias (P<0.05), teniendo un promedio de

7.3% de materia seca.

El contenido de proteina cruda del nopal fermentado mostré interaccion (P<0.05)
entre el tratamiento y el tiempo de FES (Figura 27), observandose que a las 3 horas
de FES el contenido de proteina cruda se incrementaba en los tratamientos con
urea (2 y 3) permaneciendo constante hasta las 24 horas, teniendo contenidos
mayores los del tratamiento 4 con urea y levadura, que el tratamiento 3 solo con
urea. Sin embargo, en los tratamientos sin urea (1 y 2) en ninguna hora se

incrementd su contenido de proteina, permaneciendo constante hasta las 24 horas.
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Figura 26. Contenido de materia seca del nopal fermentado con respecto al
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Figura 27. Efecto del contenido de proteina cruda del nopal fermentado con
respecto al tratamiento (nivel de levadura y urea) y al tiempo de FES (Fase 5)
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El contenido de FDN del nopal fermentado mostro diferencias (P>0.05) con respecto
al tratamiento, incrementando su contenido en los tratamientos con inclusién de
levadura y/o urea (P<0.05) con respecto al que no contd con levadura ni urea (Figura
28). En el tiempo de FES se observaron diferencias (P<0.05), incrementandose su
valor de 0 a 3 y 6 horas, para posteriormente disminuir su contenido comparable al
del tiempo 0 (Figura 29).

El contenido de FDA del nopal fermentado mostré diferencias (P>0.05) con respecto
al tratamiento, mostrando un menor contenido en los tratamientos con levadura (2)
y con urea (3) con respecto al tratamiento sin levadura y urea (1) y al tratamiento
con levadura y urea (Figura 30). En el tiempo de FES se observaron diferencias
(P<0.05), incrementandose su valor a las 3 y 6 horas, para posteriormente disminuir
su contenido comparable al del tiempo 0 (Figura 31).

b
b
29 b
28
27 -
26
a
25
24 -
23
1 2 3 4

FDN, %

22

Tratamiento

ab Medias con distinta literal son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Figura 28. Contenido de FDN del nopal fermentado con respecto al tratamiento
(nivel de levadura y urea) (Fase 5)

48



35' bc C
30 - ab a a
o5 | 2

(]

& 90 -

pd

[a) 15 -

L
10-_
5 - | ,
0L /

0 3 6 9 12 24

Horas de FES

abe Medias con distinta literal son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Figura 29. Contenido de FDN del nopal fermentado con levadura y urea con
respecto al tiempo de FES (Fase 5)

b b
14 - a
12 -
10 -
8_
6_
1 2 3 4

Tratamiento

FDA, %

NN M
1

o

ab Medias con distinta literal son estadisticamente diferentes (P<0.05)

Figura 30. Contenido de FDA del nopal fermentado con respecto al tratamiento
(nivel de levadura y urea) (Fase 5)
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Figura 31. Contenido de FDA del nopal fermentado con levadura y urea con
respecto al tiempo de FES (Fase 5)

El contenido de carbohidratos solubles del nopal fermentado mostré interaccion
(P<0.05) entre el tratamiento y el tiempo de FES (Figura 32), observandose que a
las 3 horas de FES su concentracion disminuia considerablemente en los
tratamientos con urea y/o levadura (2, 3 y 4) permaneciendo constante hasta las 24
horas, teniendo contenidos mayores los del tratamiento 3 con urea, que los
tratamientos 2 con levadura y 4 con levadura y urea. Sin embargo, el tratamiento 1
sin levadura y urea en ninguna hora decrecié su contenido de carbohidratos
solubles, permaneciendo constante hasta las 24 horas.

El contenido de amoniaco del nopal fermentado mostré interaccion (P<0.05) entre
el tratamiento y el tiempo de FES (Figura 33), observandose que a las 3 horas de
FES la concentracion de amoniaco se incrementaba en los tratamientos
conteniendo urea (2 y 3) permaneciendo constante hasta las 24 horas, teniendo
contenidos mayores los del tratamiento 4 con urea y levadura, que el tratamiento 3
solo con urea. Sin embargo, los tratamientos sin urea (1 y 2) en ninguna hora se
incrementaron su contenido de amoniaco, permaneciendo constante hasta las 24

horas.
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Figura 32. Efecto del contenido de carbohidratos solubles en el nopal
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FES (Fase 5)
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Figura 33. Efecto del contenido de amoniaco en el nopal fermentado con
respecto al tratamiento (nivel de levadura y urea) y al tiempo de FES (Fase 5)
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El crecimiento microbiano representado por las UFC del nopal fermentado mostré
interaccién (P<0.05) entre el tratamiento y el tiempo de FES (Figura 34),
observandose en el tratamiento 4 con levadura y urea un crecimiento directamente
proporcional (P<0.05) con las horas de FES hasta las 24 horas (a esta hora fue tan
alto el crecimiento que no se pudo realizar su conteo debido a su alto numero de
colonias). Sin embargo, los demas tratamiento (1, 2 y 3) en ninguna hora se
incrementé significativamente (P>0.05) el crecimiento microbiano.
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Figura 34. Efecto del crecimiento microbiano (UFC/g) en el nopal fermentado con

respecto al tratamiento (nivel de levadura y urea) y al tiempo de FES (Fase 5)

En los tratamientos 2 con levadura y 4 con levadura y urea, independientemente
del tiempo de fermentacion, en promedio, presentaron una dominancia de
levaduras; mientras que en el tratamiento 1 sin levadura-urea y 3 con urea hubo
mayor diversidad de microorganismos (cocos, bacilos, levaduras y mohos). El
numero de colonias fue directamente proporcional al tiempo de fermentacion, el
tratamiento 4 con levadura y urea presentd el mayor numero, seguido del
tratamiento 2 con levadura. Caso contrario en el tratamiento 3, donde la urea

provoco un decremento en el numero de colonias con respecto al tratamiento 1 sin
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urea. El crecimiento microbiano durante la FES de nopal se vio favorecido con la

inclusién de levaduras y urea como fuente de nitrégeno (Figura 35).

Figura 35. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias

De los resultados de diversidad microbiana con la tincibn de Gram de cada caja
Petri de todos los tiempos, se observé en promedio que en el tratamiento 1 sin
levadura y urea predominaron los bacilos (59%) seguidos de las levaduras (32%)
(Figura 36). Los tratamientos 2 y 4 (Figura 37 y 38) propiciaron las condiciones para
que las levaduras fueran el principal microorganismo presente con 76 y 93%,
respectivamente, posiblemente la presencia de urea inhibié el crecimiento de cocos.
En el tratamiento 3 con urea (Figura 39) se distinguid por una mayor diversificacion
de microorganismos, sin embargo, las levaduras dominaron (61%) a los cocos
(22%) y a los bacilos (13%).
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Figura 36. Diversidad microbiana en el nopal fermentado con 0% de levadura y
0% de urea (tratamiento 1) (Fase 5)
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Figura 37. Diversidad microbiana en el nopal fermentado con 0.75% de levadura
y 0% de urea (tratamiento 2) (Fase 5)
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Figura 38. Diversidad microbiana en el nopal fermentado con 0% de levadura y
1% de urea (tratamiento 3) (Fase 5)
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Figura 39. Diversidad microbiana en el nopal fermentado con 0.75% de levadura
y 1% de urea (tratamiento 4) (Fase 5)
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6. DISCUSION

En la presente investigacion de la FES del nopal bajo condiciones aerdbicas se
produjo un gran crecimiento y por ende de proteina, o que nos indica que el
suministro de oxigeno (por agitacién), de carbohidratos y de la fuente de nitrégeno
debid ser suficiente y no limitante para el crecimiento de las levaduras (Van Hoek et
al 2000; Postmus et al, 2011).

En el presente trabajo, se observé un incremento de la temperatura con respecto al
tiempo de FES de 2°C, lo que se explica por ser un proceso exotérmico derivado de
la respiracion lo cual implica incrementos de temperatura. (Postmus et al., 2011). El
calor acumulado en sustratos fermentados es el resultado de la actividad metabdlica
de los microorganismos, la temperatura interna tiende a mantenerse constante a
pesar de los cambios de temperatura ambiental; aun asi, esta puede influenciar
ligeramente la temperatura del sustrato (Raimbault, 1998; Ruiz et al., 2002;
Rodriguez, 2010; Diaz et al., 2011; Sosa et al.,, 2012; Gamez, 2012). En otras
investigaciones se han observado incrementos de la temperatura en FES de 1 a
4°C empleando desperdicio de manzana, extracto de malta, melaza de cana, nopal
forrajero entre otros (Raimbault, 1998; Gamez, 2012; Sosa et al., 2012).

En el presente trabajo se observd un aumento del pH con la inclusion de urea. En
una fermentacidén en estado sélido aerdbica el pH esta relacionado directamente
con la produccion de NHs, con una menor produccién de acidos organicos, por el
incremento del contenido total de aminoacidos y productos como la urea
alcalinizantes (Becerra, 2006), y por la hidrélisis de la urea (Raimbault, 1998). Diaz
et al. (2011) y Pastrana (1996) mencionan que FES de diferentes sustratos
presentan incrementos ligeros en pH con respecto al tiempo. Estos valores son
variables en funcién del pH inicial del sustrato empleado en la fermentacién. Cabe
mencionar que el nopal tiene cierta capacidad amortiguadora por lo que tiende a
neutralizar la acidez (Gulias et al., 1989).
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El contenido de materia seca se afecté por la inclusion de urea, la cual al ser
higroscépica increment6 el contenido de humedad y disminuyo la materia seca.
Araujo (2008) obtuvo 7.44 % de materia seca con 1% de inoculo a las 24 horas,
Herrera et al. (2014) reportaron una disminucién de materia seca de 8.7 a 6.4% de
las 0 a las 24 horas, y Gamez et al. (2012) de 6 a 8% a las 24 horas.

El contenido de proteina cruda obtenido en el presente trabajo con 0.75% de
levadura y 1% de urea fue de 56% en base seca, en comparacién con Herrera et al.
(2014) donde realizando una FES sobre nopal forrajero con S. cerevisiae obtuvieron
incrementos en el contenido de proteina de 6.71 al inicio a 14.04 % a las 48 horas
de fermentacion. Diaz et al. (2012) fermentando en estado sélido nopal forrajero
observaron aumentos en contenidos de proteina de 9.35% a 19.36% a las 12 horas
de fermentacion con K. lactis como inoculo. Gamez et al., (2012) empleando nopal
fermentado en estado sélido con Saccharomyces cerevisiae y ciertos nutrimentos

reportaron contenidos de proteina de 4.6% iniciales a 32.1% finales a las 24 horas.

Existe poca informacién sobre el contenido de fibra detergente neutra y fibra
detergente acida en nopal fermentado, sin embargo, Pinos et al. (2010) registraron
un contenido de 28.8 y 15.4 % de FDN y FDA, respectivamente en pencas de
Opuntia ficus indica de 30 dias de edad sin fermentar, lo cual es aproximado a los
valores obtenidos para las pencas de 1 afio utilizadas en el presente trabajo en el
tiempo 0 con 24.53% y 11.89% de FDN y FDA. Los valores obtenidos en la FES
incluyendo levadura y/o urea incrementaron de 23.25% a 31.33% de FDN y de
11.77% a 14.43% de FDA alas 6 horas de FES en comparacién con Herrera et al.
(2014) obtuvieron un incremento de FDN de 32.9% a 41.1% a las 24 horas y de
13.7% a 17.1% de FDA en el mismo tiempo, Las diferencias en el contenido de FDN
y FDA entre la literatura y los valores obtenidos en esta investigacion pueden
deberse a la variedad y etapa de maduracion del nopal (Contreras et al., 2012). El
contenido de FDN y FDA se incrementaron de las 3 a las 6 horas de FES por efecto
de dilucibn ya que a ese tiempo la concentracion de carbohidratos solubles

disminuy6 considerablemente.
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La concentracion de carbohidratos solubles en el nopal inoculado con levaduras y/o
urea disminuy6 a partir de las 3 horas de fermentacion aerdbica, ya que las
levaduras los emplean rapidamente como fuente de energia y para su duplicacién
celular (Diaz et al., 2011; Diaz et al., 2012).

Albers et al. (1996) probaron varias fuentes de nitrogeno en el crecimiento de
levaduras en una fermentacion aerdbica y observaron que el amonio lo empleaban
mas facilmente para sintetizar aminoacidos y a su vez para la producciéon de
proteina microbiana, que una mezcla de aminoacidos o acido glutamico. De esto
podemos decir que en el presente trabajo, la urea suministrada al nopal en su FES,
al estar en un medio acuoso se pudo hidrolizar en 2 moléculas de amonio
empleadas para sintetizar aminoacidos y proteina microbiana proveniente de
levadura, con concentraciones de amoniaco en el medio de 0.2 hasta 1.61% de las
0 a las 3 horas. Diaz et al. (2011) reportaron incrementos de amoniaco en FES de
diferentes sustratos (malta, manzana, melaza y suero de leche) a las 128 horas. La
urea adicionada a los sustratos en procesos de FES es transformada a NHs por
efecto de especies microbianas ureoliticas, si el sustrato tiene un aporte energético
bajo, los microorganismos no pueden incorporarlo en la formaciéon de aminoacidos
para su crecimiento o lo hacen en una proporcion baja. Cuando se tiene un pH bajo,
el NHs producido es retenido en el sustrato (Diaz et al., 2010). EI NHz como
compuesto puede ser utilizado por ciertos microorganismos que no hidrolizan la
urea agregada, como resultado de esto, la cantidad de algunos microorganismos
presentes en los sustratos fermentados se puede incrementar (Diaz et al., 2011).

El crecimiento microbiano en el nopal fermentado esta directamente relacionado
con el tiempo de fermentacion aerdbica en estado sélido y de la adiciéon de levadura
y/o urea. El nopal lleva consigo una diversidad de microorganismos como en el
tratamiento 3 donde no se adiciond ningun indculo pero si una fuente nitrogenada,
produciéndose una duplicacion celular durante la FES; no siendo en la misma
magnitud cuando se adicioné ademas in6culo de levadura (tratamiento 4) donde el

crecimiento se aceler6 de manera exponencial. La urea favorecio la diversificacién
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de bacilos, cocos y dominantemente de levaduras. La adicion de inéculo de S.
cerevisiae al nopal para su fermentacion en estado sdélido con o sin urea propicia un
ambiente 6ptimo para su crecimiento. Becerra (2006) y Diaz et al. (2011) mencionan
que el crecimiento de las levaduras se ve favorecido por la presencia de nitrégeno

no proteico como la urea.

7. CONCLUSION

La fermentacion en estado soélido aerdbica empleando como in6culo
Saccharomyces cerevisiae al 0.75% y urea al 1% de 3 a 24 horas es un proceso
efectivo para la produccion de microorganismos (biomasa), dando como producto
un alimento enriquecido con proteina microbiana derivado de las levaduras apto e
inocuo para la alimentacion de rumiantes, sobre todo en zonas aridas o semiaridas

de México.

8. IMPLICACION

La busqueda y evaluacién de nuevas fuentes proteicas de uso no convencional es
fundamental para la apertura de nuevos horizontes en la lucha contra la deficiencia
proteica en la alimentacion animal, sobre todo para pequefios productores de
rumiantes ubicados en zonas aridas y semiaridas del pais, como lo es el estado de
Querétaro, donde escasean los forrajes, principalmente en la época de sequia.
Mediante la fermentacién en estado sélido del nopal forrajero se obtiene un producto
con una mayor cantidad de proteina proveniente de microorganismos, que podra
emplearse en la alimentacién de rumiantes. Como se trata de un procedimiento
aerobio bajo condiciones ambientales y que no necesita de agua adicional, se
requiere de una menor inversion y de un facil manejo. Sera un proceso tan sencillo
gue el mismo productor, tanto de nopal como de ganado rumiante, podra llevar a
cabo él mismo en poco tiempo. La elaboracién y empleo del producto fermentado
en estado sdlido del nopal por parte de los pequefios productores impactara en la

reduccién de sus gastos de alimentacién por compra de alimentos proteicos y en el
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gasto de consumo de agua, y mejorard la productividad de sus animales,

impactando en su poder adquisitivo y mejora en su calidad de vida.
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