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ACTIVIDAD DE ENZIMAS FIBROLITICAS y FERMENTACION IN VITRO CON PAJA 

DE CEBADA Y RAICILLA INOCULADAS CON Pleurotus sapidus. 

ALFONSO SOTO SÁNCHEZ, Dr. 

Colegio de Postgraduados, 2009 

 El objetivo del presente trabajo fue conocer la acción enzimática del hongo 

basidiomiceto Pleurotus sapidus al actuar sobre los subproductos agroindustriales: Paja de 

cebada (PC), Raicilla (RC) y la Mezcla PC y RC 75:25 (M), además los cambios en su 

composición química que permitieran mejorar la digestibilidad de los subproductos usados en 

la alimentación de rumiantes. Se realizaron dos experimentos, el primero fue evaluar la 

actividad enzimática de lacasas, celulasas y xilanasas, a los 0, 8, 16 y 24 días de cultivo; las 

muestras obtenidas para cada tiempo se prensaron para obtener un extracto líquido (complejo 

enzimático) y posteriormente en el prensado residual se determinó la composición 

bromatológica de PC, RC y M en relación al valor inicial. Los resultados muestran que la 

actividad enzimática del hongo Pleurotus sapidus fue eficaz para la degradación de 

compuestos fibrosos y en especial del complejo lignina donde participa la enzima lacasa. En el 

segundo se evaluaron los cambios por efecto de Pleurotus sapidus a diferentes tiempos de 

fermentación en sustrato sólido (FSS); 0, 1, 8, 16 y 24 días, en la composición de nutrientes y 

fermentación ruminal in vitro (FRIV). La fermentación se determinó con la técnica de 

producción de gas para obtener el volumen máximo de gas (V; mL g-1 MS), la tasa de 

fermentación (S; h-1) y tiempo de retardo (L; h). En el tratamiento  M resultó ser el mejor en la 

digestibilidad in vitro de la materia seca. 

 

Palabras clave: Fermentación en sustrato sólido, digestibilidad, AGV, FDN, FDA, Lignina. 
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FIBROLITIC ENZYME ACTIVITY AND IN VITRO FERMENTATION OF BARLEY 

STRAW AND ROOTS INOCULATED WITH Pleurotus sapidus. 

ALFONSO SOTO SÁNCHEZ, Dr. 

Colegio de Postgraduados, 2009 

The aim of this study was to know the effect of the enzymatic action of the 

basidiomycete fungus Pleurotus sapidus by acting on the agro-products of barley straw 

crops (BS), roots (BR) and a mixture BS and BR 75:25 (M) and changes in chemical 

composition caused to improve the digestibility of these products when used in feed for 

ruminants, for which two experiments were conducted in the first one The objective was to 

assess the enzymatic activity was evaluated on the 0, 8th, 16th and 24th days of crop, the 

samples were obtained for each time pressed to obtain a liquid extract (enzymatic complex) 

and in the residual pressing the bromatologyc composition of BS, BR and M The results 

demonstrate that the enzymatic activity of the Pleurotus sapidus fungus is especially effective 

for the degradation of fibrous compounds and specially, of the lignine complex where the 

laccase enzyme participates.  In the second one evaluated The effect of Pleurotus sapidus was 

determined at different fermentation times in solid substrate (FSS; 0, 1, 8, 16 and 24 days), on 

the composition of nutrients and in vitro ruminal fermentation (IVRF). The fermentation was 

determined with the gas production technique measuring the maximum volume of gas at 

different times of IVRF, (V; mL g-1 DM); fermentation rate (S; h-1) and delay rate (L; h), and 

the M substrate improved the in vitro digestibility of dry matter.  with a better use of the forage 

resources. 

 

Keywords: fermentation  in solid substrate, digestibility, VFA, NDF, ADF, Lignin. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

La ganadería en México presenta grandes contrastes, pues hay desde las explotaciones 

ganaderas muy tecnificadas con alta eficiencia productiva, hasta las que carecen de tecnología 

y de los más elementales medios y recursos en el medio rural. Los estados, principalmente los 

localizados en la zona del altiplano de México, enfrentan cotidianamente el problema de la 

disponibilidad de forrajes (INEGI, 2002), debido a varios factores, como el sobrepastoreo de 

la vegetación nativa, cambios climáticos por el calentamiento global, destacando tanto la 

sequía como el exceso de humedad y pérdida de áreas dedicadas al pastoreo debido a la 

urbanización, lo que ha obligado a la mayoría de los pequeños productores de las comunidades 

rurales a trasladar a sus animales a las afueras de los poblados, a orillas de caminos y terrenos 

de cultivo, en donde consumen el escaso forraje que en forma natural crece (Rzedowski, 

2006). 

En diferentes foros se ha mencionado que los rumiantes, debido a su alimentación a 

base de forrajes, son grandes emisores de metano (25% gas atmosférico) que incrementa el 

calentamiento global (Johnson y Johnson, 1995; Moss et al., 2000; Beauchemin y Mc Ginn, 

2005), además de ser poco eficientes en la conversión del alimento a producto, 

comparativamente con otras especies como el cerdo y las aves (Shimada, 2003), y que al 

ser alimentados con granos, éstos compiten con la alimentación humana, aún cuando 

actualmente se emplean para la producción de biocombustibles (etanol), motivo del 

incremento en los precios de los granos en general, y en particular del maíz (Raffin, 2008). 
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El bajo valor nutritivo y disponibilidad de los forrajes, causa problemas principalmente 

a productores de cabras y ovejas que representan el 68% de los ganaderos en pequeña escala a 

nivel nacional y en menor proporción a criadores de bovinos (SAGARPA, 2001). En época de 

lluvias el ganado encuentra suficiente alimento, y esto le permite alcanzar regular condición 

corporal; sin embargo, en época de seca los incrementos de peso logrados se pierden e incluso 

muchos animales mueren por desnutrición, tanto adultos como crías, ya que en esta época 

ocurren los partos, lo que representa una doble pérdida, en recursos y en ganado. 

El crecimiento de las agroindustrias ha generado una enorme cantidad de desechos 

vegetales, lo que conlleva el riesgo de ser potencialmente contaminantes (Meneses, 2002), 

además de una gran cantidad de subproductos agrícola, como pajas y material vegetativo no 

aprovechables para consumo humano, las cuales son desechadas en tiraderos abiertos 

favoreciendo la proliferación de fauna nociva, o en rellenos sanitarios sin beneficio alguno, y 

afectando los mantos freáticos, o más grave, cuando son quemadas con el consecuente 

impacto negativo en la atmósfera. 

Como alternativas de tratamiento biológico se ha incorporado en el ensilaje ciertas 

cantidades de estos subproductos; sin embargo, esta tecnología se ha apoyado poco y 

difundido por los gobiernos y organismos del sector agropecuario (Bouqué y Fiems, 1988; 

Hadjipanayiotou, 1993; FAO, 1999). 

Es evidente la necesidad de buscar alternativas económicas y prácticas que permitan 

alimentar a ovinos, caprinos y  bovinos reduciendo la competencia con el hombre por los 

granos, la conservación de forraje para su uso en la época de secas; lograr un mejor 
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aprovechamiento del abundante recurso disponible, como son forrajes, paja de cebada, avena, 

rastrojo de maíz, desechos agroindustriales etc., modificando su composición para hacerlos 

más degradables, mediante procedimientos biotecnológicos no agresivos con el medio 

ambiente. Al respecto la literatura científica reporta que como alternativas de tratamiento 

biológico se han incorporado al ensilaje, pajas y material vegetativo no aprovechables para 

otros fines y que resultan potencialmente aprovechables para alimentación animal (Bouqué y 

Fiems, 1988; Hadjipanayiotou, 1993; FAO, 1999). 

Esto hace urgente el que se aprovechen al máximo este tipo de alimentos, por una parte 

mediante la conservación de forraje para la época de secas, y por la otra modificando su 

composición para hacerlo más aprovechable para los rumiantes. Gracias a la acción enzimática 

de microorganismos se ha modificado la composición de recursos forrajeros, por ejemplo 

degradando la lignina, se logra incrementar la digestibilidad del forraje al usarlo en 

alimentación de rumiantes (Gómez y Viniegra, 1981). Los hongos gracias a sus enzimas, por 

una parte liberan recursos atrapados y no disponibles para las bacterias ruminales y por otra 

son recursos que por su composición aportan nutrientes beneficiando al animal que los 

consuma al presentarse un posible efecto probiótico y prebiótico (Roberfroid, 2000). 

La cebada, al aumentar la edad de la planta registra incremento en el contenido de 

lignina, también cambia su composición química (principalmente agua, algunos 

carbohidratos compuestos nitrogenados, Na y K ) de acuerdo con las prácticas de cultivo, 

variedad y condición del suelo (Murray, 2006), por lo que el contenido de proteína cruda 

(PC) en general es bajo, menor al 7% y su concentración tiende a disminuir en la paja. 
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La paja de cebada es un recurso abundante y fácil de adquirir. Por costumbre en el 

altiplano Mexicano se colecta y almacena entre los meses de septiembre y noviembre. El 

material que no se recoge es quemado en el mismo terreno, con los efectos negativos ya 

comentados. 

Existen antecedentes del uso de la raicilla como alimento para el ganado; éste es un 

subproducto de la industria y resulta del proceso de: hidratación, germinado y extracción de 

recursos para la elaboración de la cerveza; el residuo seco se dispone y usa sin tratamiento 

para aplicarlo a la dieta de no rumiantes y rumiantes (Fernández-Mayer y Pelta, 2007). Se 

utiliza en México y otros países, de manera directa a la dieta, sin tratamiento o en el mejor 

de los casos, adicionada con melaza para complemento de la ración de vacas lecheras. La 

raicilla en un inicio fue considerada un desecho en las plantas procesadoras de malta y se 

otorgaba sin costo a los interesados, solamente comprometiéndose a retirar este material 

con la oportunidad requerida para evitar su acumulación y deterioro. Al correr el tiempo y 

después de ser revalorada por su contenido de nutrientes, principalmente el contenido 

proteínico, su demanda aumentó y empezó a ser comercializada. La raicilla se reporta con 

las siguientes características, en promedio: 93.7 % de MS, 28.1 % de PC, 25.5 % de FDN 

17.2 % de FDA, 1.32% de Lignina, 2.7 Mcal kg-1 de MS. (NRC, 1989). 

La raicilla presenta variación en su proporción nutrimental, de acuerdo a la 

composición del producto desechado por la industria y a las prácticas o métodos de 

eliminación del material de desecho, ya que en algunas plantas productoras de malta le es 

agregado el desecho del producto no calificado para someterlo al proceso (grano delgado, sin 
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capacidad de germinación, quebrado, etc.), se evaluará en este trabajo si estas características 

del sustrato afectan al crecimiento o desempeño del hongo Pleurotus . 

Mediante la acción enzimática, el hongo Pleurotus sapidus. logra obtener recursos para 

su provecho, esta cualidad se ha aplicado en varios campos de biotransformación como son la 

industria alimenticia, química industrial, biorremediación y alimentación de especies 

domésticas. Bajo esta premisa varios investigadores (Karunanandaa et al., 1995; Zadrazil et 

al., 1996), sugieren un uso potencial de los sustratos después de ser sometidos a acción 

enzimática de hongos de pudrición blanca como Pleurotus, para alimentación de ganado. Sin 

embargo, a la fecha no hay reportes de investigación usando a la raicilla, ni la mezcla de esta 

con paja de cebada, no obstante, esta capacidad probada del hongo, se puede aprovechar por 

las bacterias ruminales en beneficio del rumiante, logrando un mayor y mejor 

aprovechamiento de los recursos existentes. 

Se realizó la fermentación en sustrato sólido (FSS), evaluando los cambios provocados 

por la acción enzimática del hongo P. sapidus cepa adquirida en el laboratorio Prodicet, 

México para aumentar su aprovechamiento por los rumiantes. 

Los trabajos de investigación de esta tesis se presentan en dos artículos: 

1) Actividad de Enzimas Fibrolíticas de Pleurotus sapidus Sobre Paja de cebada 

y Raicilla. 2) Producción de gas derivado de la fermentación ruminal in vitro de la 

paja de cebada y raicilla tratadas con Pleurotus sapidus. Los objetivos del primer 

artículo son determinar por una parte el efecto de la acción de las enzimas del hongo 

Pleurotus sapidus sobre la paja de cebada, la raicilla, y una mezcla (75:25) de ambos 
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subproductos y posteriormente al ser proporcionados como alimento, permitan a las 

bacterias del rumen disponer de recursos a los que en forma normal, no tienen acceso. 

Además se evalúo el efecto del hongo Pleurotus sapidus sobre la composición química de 

la paja de cebada, raicilla y la mezcla, realizando el registro de la actividad enzimática de 

celulasas, xilanasas lacasas y la producción de proteína fúngica, Los objetivos del segundo 

artículo fueron el registro de los cambios por acción de Pleurotus sapidus a diferentes 

tiempos de FSS, en la composición de nutrientes y fermentación ruminal in vitro (FRIV) de 

los tres subproductos, con el fin de determinar el efecto que se produce sobre la 

digestibilidad. 

Para lo cual, antes y después de someter a tratamiento a los subproductos 

mencionados se realizó el análisis bromatológico para cuantificar los cambios ocurridos por 

efecto de la acción enzimática de Pleurotus sapidus  y por la modificación que por efecto 

de las bacterias ruminales ocurrieron en ellos. 
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1. ACTIVIDAD DE ENZIMAS FIBROLÍTICAS DE Pleurotus sapidus SOBRE PAJA 

DE CEBADA Y RAICILLA1 

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad enzimática de lacasas, celulasas y 

xilanasas, así como la composición bromatológica del cultivo sólido de paja de cebada (PC), 

raicilla (RC) y una mezcla (M) de PC y RC con el hongo Pleurotus sapidus. La actividad 

enzimática se evaluó a los 0, 8, 16 y 24 días de cultivo, las muestras obtenidas de cada 

tiempo se prensaron para obtener un extracto líquido (complejo enzimático) en el cual se 

evaluó la actividad enzimática así como la proteína soluble secretada por el hongo. En el 

prensado residual se determinó la composición bromatológica. La actividad de las enzimas y 

concentración de proteína soluble se incrementó (P> 0.001) entre 8 y16 días de cultivo para 

todos los tratamientos. La actividad de celulasas (3.2 UI g-1MS) fue mayor (P<0.001) en la 

mezcla (M) para PC y RC (2.5 y 2.3 UI g-1MS, respectivamente). La actividad de xilanasas 

mostró diferencias (P<0.001) entre tratamientos desde el inicio del cultivo. La actividad 

lacasa fue mayor en los tratamientos PC y M; en este último la actividad alcanzó 47.06 UI g-

1 MS el día 24. La RC tuvo un menor contenido de FDN y FDA lo cual permitió que el 

hongo disminuyera (P< 0.001) el contenido de lignina de 11.7 a 6.9 (g Kg-1) e incrementara 

el contenido de nitrógeno en 1.8 g Kg-1 después de 24 días de cultivo. La M mostró 

diferencias (P<0.01) en el contenido de lignina entre días, disminuyendo 2.4 (g Kg-1) contra 

el valor inicial. Se muestra que la actividad del hongo P. sapidus es eficaz para la 

degradación de compuestos fibrosos y en especial del complejo lignina donde participa la 

enzima lacasa, este tipo de pre-tratamientos puede mejorar la digestibilidad. 

1 Enviado a: Folia Microbiologica,recibida en May 25, 2009 
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FIBROLITIC ENZYME ACTIVITY OF Pleurotus sapidus ON BARLEY STRAW 

AND BARLEY ROOTLESS 

The objective of this study was to identify and evaluate the enzymatic activity of 

laccases, cellulases and xylanases, as well as the bromatologyc composition of barley straw 

crop (BS), barley rootless (BR) and a mixture of 75% of BS and 25% of BR (M) with the 

Pleurotus sapidus fungus. The enzymatic activity was evaluated on the 0, 8th, 16th and 24th  

days of crop, the samples obtained for each time were pressed to obtain a liquid extract 

(enzymatic complex) in which the enzymatic activity and the soluble protein segregated by 

the fungus were evaluated; and in the residual pressing the bromatologyc composition was 

determined. The activity of enzymes and soluble protein concentration was increased (P> 

0.001) between 8 and 16 days of crop for all the treatments. After 24 days, the cellulases 

activity (3.2 UI g-1MS ) was greater (P<0.001) in the mixture (M) than in the BS and BR 

(2.5 and 2.3 UI g-1MS, respectively). The activity of xylanases showed differences 

(P<0.001) between treatments from the beginning of the crop, having its maximum activity 

on the 16th day. The activity of laccases was greater in the BS and M treatment. In this last 

treatment, the activity reached the 47.06 UI g-1MS on the 24th day. The barley rootless had a 

minor content of NDF and FDA which allowed that the fungus diminished (P<0.001) of the 

content of lignine from 11,68 to 6,91 (g Kg-1) and increased the nitrogen content in 1.81 g 

Kg-1 after 24 days of crop. The mixture (M) showed (P<0.001) differences in the content of 

lignine between days of crop, falling 2,43 (g Kg-1) in relation to the initial value. The results 

demonstrate that the Pleurotus sapidus fungus is especially effective for the degradation of 

fibrous compounds and specially, of the lignine complex where the laccase enzyme 

participates, reason why this type of pre-treatments can improve the digestibility. 
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1.2 INTRODUCCION 

 

La raicilla es un subproducto de la producción de cerveza, que se obtiene de la 

germinación del grano de cebada y durante el proceso se hidroliza el almidón a azúcares 

para obtener la malta cervecera. El contenido promedio de materia seca es de 87 % y el de 

proteína total es de 25.5%. En México la producción de la malta cervecera se obtiene del 

grano de cebada. En el año 2007 la producción de este grano alcanzó las 400,000 toneladas 

(SAGARPA, 2007) lo que generó 217,600 toneladas de paja. Ambos subproductos, raicilla y 

paja de cebada son utilizados en la alimentación de animales de uso pecuario. La raicilla se 

utiliza en la alimentación de rumiantes y no rumiantes, como una fuente de proteína; 

mientras que la paja de cebada solo se utiliza como fuente de fibra y complemento 

alimenticio para la subsistencia de rumiantes. 

Para mejorar la calidad nutritiva de la paja se ha sometido a procesos físicos, 

químicos y mecánicos. El proceso de picado es muy difundido pero no es aplicado 

comúnmente por la falta de cultura y de equipo; el uso de amoniaco aplicado directamente a 

la paja llegó a difundirse ampliamente por la Secretaria de Agricultura y Ganadería; sin 

embargo los altos costos y la falta de subsidio lo hacen poco rentable. Actualmente se busca 

el uso de tecnologías limpias, por lo que se han incorporado biotecnologías que involucran 

el uso de hongos de la pudrición blanca como método biológico para mejorar la calidad 

nutricional de los subproductos (Avila, 2004; Luna-Rodriguez et al2007). El hongo 

Pleurotus tiene la capacidad de degradar la lignina, complejo que limita la digestibilidad de 

los carbohidratos estructurales contenidos en las pajas. Diversas publicaciones, entre otros 



14 

 

(Rodriguez et al 2002; Pollizelli et al,2005; Elisashvili et al, 2008) indican que el 

mecanismo enzimático por parte del Pleurotus tiene efectividad para degradar moléculas 

complejas como la lignina, y otros compuestos estructurales, dado que posee un sistema 

multienzimático que se lo permite. El sistema ligninolítico se caracteriza por la producción 

de las enzimas: lacasa, manganeso peroxidasa, y veratril alcohol oxidasas; sin embargo, en 

Pleurotus no se ha encontrado lignina peroxidasa (Rodríguez et al., 2002; Membrillo et al., 

2008). 

 

En las investigaciones publicadas que hacen referencia al uso de las pajas tratadas 

con hongos, no hay estudios donde evalúen la actividad enzimática de hongos de la 

pudrición blanca cultivados en mezclas de sustratos de la industria maltera. El objetivo de 

esta investigación fue evaluar la producción de enzimas fúngicas exógenas (celulasas, 

xilanasas y lacasas) del Pleurotus sapidus cultivado en paja de cebada, raicilla y mezcla de 

paja con raicilla. 
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1.3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se obtuvieron muestras de paja de cebada de un solo predio, localizado en el 

Municipio de Calpulalpan, en el Estado de Tlaxcala, México y raicilla de la industria 

cervecera de la empresa denominada Cebadas y Maltas S.A. de C.V. En ambos casos, las 

muestras fueron de un mismo lote y se mantuvieron en bolsas de plástico selladas, libres de 

otros materiales como polvo, humedad y roedores, a una temperatura controlada de 26°C. Se 

realizó un pretratamiento que consistió en hidratado y pasteurización de las muestras antes 

de emplear el cultivo sólido. El estudio se realizó durante los meses de septiembre a 

noviembre de 2006 en el Colegio de Postgraduados, en colaboración con el laboratorio de 

Enzimología y Biología Molecular de la Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa. 

Lotificación de tratamientos. La paja molida se mezcló con la raicilla, por medio de 

una mezcladora mecánica horizontal de paletas con capacidad para 500 kg. localizada en la 

planta de producción de alimentos del Colegio de Postgraduados en Montecillo, Estado de 

México, quedando distribuidos los siguientes tratamientos: Paja de cebada (PC), raicilla 

(RC) y la mezcla (M) de 75% BS y 25% BR. Todos los tratamientos se envasaron en bolsas 

de plástico (90 x 120 cm), se identificaron y se realizó la siembra del hongo Pleurotus 

sapidus (cepa adquirida en el laboratorio Prodicet, México). El micelio, después de ocho 

días de haber invadido totalmente al grano de sorgo entero, se aplicó en una proporción de 

5% p/p con el sustrato. 
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Siembra y proceso de cultivo sólido. Se depositaron 5 kg de cada sustrato (PC, RC y 

M) en bolsas porosas y se hidrataron en un recipiente metálico de 200 L de capacidad hasta 

alcanzar el peso de 8.75 a 9.00 kg (sin escurrimiento) con agua corriente, posteriormente fue 

pasteurizada a 80ºC por una hora y se dejó drenar el agua por espacio de 1 h. Los sustratos 

pasteurizados se extendieron sobre una mesa y se dejaron enfriar hasta una temperatura de 

25°C registrada por medio de un termómetro. La humedad final de los sustratos fue de 70 a 

80%. Se depositaron 475 g de sustrato en bolsas de plástico (40 x 60 cm) y se inocularon 

con 25 g de sorgo más micelio de Pleurotus sapidus. En la misma bolsa se repitió el 

procedimiento de inoculación tres veces hasta completar 2 kg por bolsa. Las bolsas fueron 

cerradas herméticamente. Se inocularon cuatro bolsas (repeticiones) por tratamiento y por 

tiempo de incubación (cuatro) para un total de 48 bolsas procediendo a la FSS. 

 

Las bolsas con sustrato inoculado se incubaron a 25°C, humedad relativa de 80% y 

luminosidad no mayor de 20%, en una cámara obscura con temperatura controlada. El 

cultivo se detuvo a los 0, 8, 16 y 24 días de incubación, para proceder al análisis 

bromatológico y/o enzimático. 

Análisis bromatológico: Se tomaron muestras representativas de sustratos de cada bolsa en 

los diferentes tiempos de cultivo sólido. Las muestras se secaron a 70°C por 24 h y se 

molieron en un micro molino de martillos, con una criba de 1 mm. Las muestras se 

identificaron y almacenaron hasta la realización de los análisis de MS, MO (AOAC, 2007) 

Proteína total (método de Kjeldhal), FDA, FDN, Lignina (ANKON, 2000) y, por diferencia, 

se calculó la proporción: FDN – FDA =celulosa y FDA – lignina – cenizas = hemicelulosa. 
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Actividad enzimática. 

 

Para la cuantificación de actividad enzimática, se tomaron 100 g de muestra 

fermentada de cada bolsa y se mezclaron con 600 ml de solución Buffer de citratos (pH 5.3; 

50 mM) por 15 minutos y, posteriormente, se prensó manualmente para obtener el extracto 

enzimático. El extracto se centrifugó por 30 min a 59,988.0 g a 4ºC.  

La actividad de celulasas y xilanasas se midió usando la metodología propuesta por Loera y 

Córdova (2003) mediante la cuantificación de azúcares reductores por el método de ácido 

dinitrosalicílico (DNS; Miller, 1959). Como sustratos para medir la actividad de celulasas se 

usó carboximetilcelulosa (CMC, Sigma) al 0.5% en solución amortiguadora de citratos (50 

mM y pH 5.3). La actividad de xilanasas se determinó usando como sustrato de referencia 

xilán de avena (Sigma X-0627). La concentración de azúcares reductores se determinó por 

absorbancia a longitud de onda de 540 nm en un espectrofotómetro (DU 640 Beckman). 

La actividad enzimática de celulasas y xilanasas se reportó en Unidades Internacionales 

(UI), definiendo la UI como la cantidad de enzima que libera un µmol de azúcar reductor 

(glucosa o xilosa) por minuto. Para cada fermentación, la actividad se expresó en UI por 

gramos de MS (UI g-1MS) de sustrato fermentado. 

La actividad de lacasas se midió diluyendo 0.1 mL de extracto enzimático en (0.8 

mL de solución amortiguadora de citratos 50 mM y pH 5.3), esta mezcla se incubó en baño 

maría por un minuto a 40 ºC; posteriormente, se adicionó el sustrato de referencia 2, 2’ 

Azino-bis ácido 3-etilbenzen-tiazolino-6-sulfónico (ABTS: 0.1 M y coeficiente de 
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extracción molar de 36.000) y se registró la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm 

en el tiempo 0 y cada 30 segundos hasta los 10 minutos. La unidad de actividad (UI) se 

definió como la cantidad de enzima que produce un µmol de substrato oxidado por minuto 

bajo las condiciones de la reacción. La concentración de proteína se determinó con el 

método de Bradford (1976). La actividad se reportó en mg g-1 MS  

Análisis estadístico. Se usó un modelo en bloques completamente al azar. Con 

cuatro repeticiones (Steel y Torrie, 1986). Los tratamientos fueron (PC, RC y M) y el tiempo 

(bloques: 0, 8, 16 y 24 días) Los datos se analizaron con el procedimiento MIXED del 

programa estadístico SAS (2002). Se realizó comparación de medias con la prueba de Tukey 

(Steel y Torrie, 1986) y contrastes de tipo lineal y cuadrático (SAS, 2002).  
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1.4 RESULTADOS 

 

Análisis bromatológico 

 

En las tablas 1.1, 1.2 y 1.3 se muestran la composición bromatológica PC, RC y M, 

respectivamente, respecto al tiempo de cultivo en medio sólido. El contenido de MS fue 

igual (P>0.05) entre tratamientos y tiempo. La materia orgánica (MO) tuvo un efecto lineal 

con el tiempo (P<0.0001), en los tres tratamientos, y la disminución del contenido de MO en 

PC, RC y M fue diferente entre 0 y 24 días de incubación, en 2.0 %, 0.6 % y 4.2 %, 

respectivamente; esta respuesta se debe a la utilización de la materia disponible por el hongo 

para su crecimiento.  

En el contenido de proteína se observó diferencias entre tratamientos (P< 0.0001), 

efecto lineal para PC y efecto cuadrático para RC y M (P< 0.0001). Durante el tiempo de 

cultivo, la proteína incrementó linealmente en 0.94 puntos porcentuales en PC. En los 

tratamientos RC y M la máxima concentración de proteína fue a los 16 días con incrementos 

de 1.9 y 1.3 puntos porcentuales Esta respuesta se debe a la actividad que tiene el hongo 

para transformar los recursos existentes, principalmente fibra, polímeros de carbohidratos 

estructurales y lignina. El hongo produce sus recursos y el excedente puede resultar 

disponible para los microorganismos ruminales mencionan (Krause et al., 2003), algunos 

polímeros presentes en los forrajes son de difícil transformación por las bacterias ruminales 

y son rápidamente hidrolizados y transformados por la acción enzimática del hongo, 

sintetizando recursos como son ácidos grasos, así como proteína y aminoácidos, que ocupa 
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para su crecimiento y posteriormente son usados por las bacterias ruminales, estas células 

microbianas son el mayor recurso de proteínas y aminoácidos para ser absorbidos en el 

intestino delgado de los rumiantes. 

La FDA disminuyó (P< 0.0001) en el último tiempo de incubación (a 24 d ), en 3.2, 

0.97 y 1.9 puntos porcentuales para los tratamientos de PC, RC y M, respectivamente. La 

FDN presentó diferencias significativas entre los tres tratamientos (P< 0.0001) 

principalmente la disminución en el contenido de la fibra a través del tiempo, con tendencia 

y efecto lineal (P< 0.05) de 2.3, 2.73 y 2.9 puntos porcentuales entre los días 0–24 para los 

tratamientos PC, RC y M, respectivamente. El contenido de hemicelulosa presentó 

diferencias significativas entre los tratamientos (P< 0.0001); sin embargo, no hubo una 

diferencia lineal o cuadrática con el avance del tiempo. Esta respuesta parece depender más 

de la característica propia del sustrato. La lignina, es el sustrato de mayor interés que es 

utilizado por el hongo, En todos los tratamientos se presentó diferencias significativas entre 

los tiempos (P< 0.001) y hubo disminución en el contenido de lignina de 2.6, 4.7 y 2.4 

puntos porcentuales, hasta los 24 días de incubación para los tratamientos de PC, RC y M, 

respectivamente, Hill et al. (2001) reportan cambios en el contenido de lignina al aplicar 

Streptomyces achromogenes ISP 5028 sobre ensilado de ryegrass perene, los autores 

encontraron un efecto del hongo en forma limitada. Por otra parte se obtuvieron resultados 

diferentes a los publicados por Karunanandaa y Varga, (1996); también se encontraron 

deferencias con Beauchemin et al. (1995), quienes reportan una actividad del hongo Cyathus 

stercoreus sobre la paja de arroz, en un periodo de 30 días, al disminuir 17 puntos 

porcentuales el contenido de materia seca, pero con P. sapidus no se presenta cambio. 
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Actividad enzimática 

Celulasas: A 8 y 24 d de incubación la actividad de celulasas en M fue mayor 

(P<.001, 1.19 UI g-1 MS) respecto a PC (0.83; UI g-1 MS; Fig. 1.1), contrario a lo esperado, 

ya que por naturaleza el sustrato para el cual los hongos basidiomicetos presentan una mayor 

afinidad son los materiales ligninocelulosos como la paja de cebada. Estos hongos degradan 

preferentemente la lignina y luego los carbohidratos existentes como lo reportan Krause et 

al. (2003) y Rezende et al. (2005). Es necesario destacar la diferencia en cuanto a la 

producción de enzimas celulasas cuando se mezclan los dos sustratos, logrando una sinergia 

que repercute sobre la composición química del sustrato; sin embargo, esperamos una 

mejora en la digestibilidad como lo reportan (Karunanandaa et al. 1995). 

Xilanasas: la actividad xilanása fue similar (P> 0.001) entre PC (20.05 UI g-1 MS) y 

M (19.72 UI g-1 MS) pero ambas actividades fueron superiores (P< 0.001) a los de RC. La 

actividad se sostiene en ambos sustratos hasta el día 16 de FSS. (Fig. 1.2). La producción 

enzimática de xilanasas en los tratamientos PC y M, da un cambio en la composición 

química de los sustratos, este dato fue similar a lo que reportan Polizeli et al. (2005) quienes 

consideran que por la acción enzimática del hongo se modifica el sustrato, resultando en un 

mejor uso de la energía y con menor efecto en la digestibilidad de la MS. 

Lacasas: La actividad de lacasas por P. sapidus fue marginal para los tres sustratos 

en los días 0 y 8 de FSS, lo que es atribuido a que el hongo se encuentra en una fase de 

aprovechamiento de recursos de fácil asimilación (Krause et al. 2003), una vez que se 

agotan estos es que se inicia la producción de enzimas lacasas (Fig. 1.3), lo cual sucede al 

día 16 de FSS sin que sea diferente en los tres sustratos. Los sustratos PC y M mantuvieron 
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su producción al día 24 (45.74 y 43.21 UI g-1 MS, respectivamente), a diferencia del sustrato 

RC en el que a partir del día 16 de FSS se declinó la producción de lacasa. Karunanandaa et 

al. (1995) reportan la importancia en la producción de enzima lacasa, esta asegura una 

liberación de recursos como celulosa y hemicelulosa atrapados en esta compleja molécula, 

que beneficia la digestibilidad de la MS.  

Producción de proteína por el hongo  

El contenido de proteína microbiana fue similar (P> 0.001) entre PC y M (0.385 y 

0.338 mg g-1MS) al día 16 de FSS, momento en que curre la máxima producción, valores 

similares fueron obtenidos por Sainos et al. (2006) en paja de cebada y grano entero con P. 

ostreatus. En RC se obtuvo el máximo nivel al día 8 de FSS con 0.262 (mg g-1MS); sin 

embargo, su rendimiento es menor al alcanzado por los otros dos sustratos. Aunado a la 

máxima actividad de lacasas se logra un buen desempeño en la actividad de xilanasas para el 

día 16 de FSS. Por otra parte la actividad de la celulasa continúa incrementando en el día 24 

de FSS (Fig. 1.4), aspecto que se considera conveniente parar la actividad del hongo a partir 

del día 16 de fermentación. 
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Fig 1.1 Cinética de producción de celulasas por P. sapidus sobre

            Paja de cebada (PC), Raicilla (RC) y la Mezcla (M) PC y

            RC (75:25)
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Fig. 1.2 Cinética de producción de xilanasas por P. sapidus sobre

             Paja de cebada (PC), Raicilla (RC) y la Mezcla (M) PC y

             RC (75:25)
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Fig. 1.3 Cinética de producción de lacasas por P. sapidus sobre

             Paja de cebada (PC), Raicilla (RC) y la Mezcla (M) PC y

             RC (75:25)
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Fig 1.4 Cinética de producción de proteína por P.sapidus sobre

            Paja de cebada (PC), Raicilla (RC) y la Mezcla (M) PC y

            RC (75:25) 
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Tabla 1.1. Composición de la paja de cebada, cambios en la celulosa, hemicelulosa y lignina. por el tiempo de incubación 

 

Letras diferentes en las filas indican diferencia significativa (P<0.0001). EE: Error estándar de los mínimos cuadrados de las 

medias  

 

Tabla 1.2. Composición de la raicilla, cambios en la celulosa, hemicelulosa y lignina. por el tiempo de incubación 

 

Letras diferentes en las filas indican diferencia significativa (P<0.0001). EE: Error estándar de los mínimos cuadrados de las 

medias  

 Tiempo (días) 

 Análisis (%) 0 8 16 24 EE 

MS  94.55a 94.17a 93.90a 94.17a 0.45 

MO  87.99c 86.75c 86.48b 85.96a 1.24 

N*6.25 4.12c 4.50b 4.58b 5.06a 0.13 

FDA  50.46c 50.76b 47.43b 47.24a 0.81 

FDN  84.65c 83.24b 81.59ab 82.35ab 0.48 

Celulosa  39.50c 39.88b 39.15b 38.85a 0.86 

Hemicelulosa  34.19b 32.48a 34.15b 35.11c 1.05 

Lignina  10.96b 10.88b 8.28a 8.38a 0.25 

  Tiempo (días) 

 Análisis (%) 0 8 16 24 EE 

MS  94.51a 94.11a 94.08a 93.93a 0.45 

MO  84.67c 81.89b 86.45c 77.77a 1.24 

N*6.25  16.37c 17.54b 18.32a 18.18b 0.13 

FDA 38.37c 37.80b 37.68b 37.40a 0.81 

FDN  77.99c 77.22b 77.63b 75.26a 0.48 

Celulosa  26.69a 28.07b 30.74c 30.49c 0.86 

Hemicelulosa  39.62b 39.40b 39.94b 37.85a 1.05 

Lignina  11.68c 9.74b 6.94a 6.91a 0.25 
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Tabla 1.3. Composición de la mezcla de paja de cebada y raicilla, cambios en la celulosa, hemicelulosa y lignina. por 

el tiempo de incubación  

 

Letras diferentes en las filas indican diferencia significativa (P<0.0001). EE: Error estándar de los mínimos cuadrados de las 

medias  

 

 

 

 

 

  Tiempo (días) 

 Analisis (%) 0 8 16 24 EE 

MS  95.02a 93.89a 93.75a 93.73a 0.45 

MO  88.51b 86.22b 84.55a 84.34a 1.24 

N*6.25  5.30b 5.23b 6.83a 5.76b 0.13 

FDA  45.70c 45.70b 43.85b 43.82a 0.81 

FDN  82.21c 80.92b 80.63b 79.31a 0.48 

Celulosa  36.02a 38.20b 36.56a 36.56a 0.86 

Hemicelulosa  36.51b 35.22a 36.74b 35.49a 1.05 

Lignina  9.68b 7.50a 7.29a 7.25a 0.25 
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1.5 DISCUSIÓN 

 

El principal efecto observado fue la modificación en la proporción de lignina, en los 

tres sustratos, registrando disminución en los niveles porcentuales notando el mayor cambio 

en los sustratos PC y RC en el día 16 de FSS y para M se observa a los 8 días de FSS. 

Por efecto de la acción enzimática de P. sapidus se registraron modificaciones en los 

componentes, que al comparar con los valores registrados en las tablas 1.1, 1.2 y 1.3 nos 

permite apreciar esas diferencias. El contenido de MS y FDN en el sustrato PC fueron 3.5 y 

12.1 puntos porcentuales mayores y para la lignina 2.79 puntos porcentuales menor. La 

proteína total (N*6.25)  fue el único ingrediente similar (4.12 %) al reportado por la NRC, 

(1996). Los valores de RC fueron mayores (MS 1.51, FDN en 32 y lignina en 5.2 puntos 

porcentuales) al reportado por la NRC, (1996). Sin embargo, parte de las diferencias en el 

sustrato RC se atribuyen a las variaciones del propio producto, por lo que la raicilla se ha 

clasificado de acuerdo al tipo de pellet. (pellet tipo A), compuesto por raicillas de cebada y 

medio grano, y los tipos B y C, compuestos por grano de baja calidad, material extraño y 

polvo. Se reporta que el pellet tipo A, tiene un nivel proteínico que varía de 20 a 26% 

(Fernández-Mayer y Pelta, 2005). La RC que obtuvimos para el experimento registro de 

inicio un valor de proteína 16.37% en todo el lote, valor que se modificó con un ligero 

incremento durante los diferentes días de acción enzimática del hongo. 

En referencia al sustrato PC, Ortega et al. (1986) determinó el valor nutritivo y la 

digestibilidad de la paja de cebada tratada a los 45 y 60 d con el crecimiento de hongo 

Pleurotus ostreatus. y reporta que el porcentaje de proteína se mantuvo constante con 2.7%. 
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En los resultados del presente trabajo, y por la acción del P. sapidus, se presentó un valor 

superior ya que registra 6.8% de PC al día 16 de FSS, y con P. sapidus a 24 días de FSS 

presenta un mayor contenido de cenizas (1.7%) comparada con el registro de la paja 

incubada con el hongo P. ostreatus por 60 días. 

El porcentaje de hemicelulosa a 45 días de cultivo, según Ortega et al. (1986), 

muestra 16.7% al inicio del cultivo y a los 60 días llega a 32.2%, En el estudio con, P. 

sapidus se registra por efecto de la acción enzimática al día 0 de FSS se registró 34.2% y 

35.1% al día 24 de incubación. Respecto a celulosa Ortega et al. (1986) reporta 17.4% a los 

45 d. de FSS y 32.4%, para 60 d. de FSS en contraste con lo que se registró por la acción de 

P. sapidus al día 0 (39.5%) y 24 (38.8%) de incubación. El mismo autor registró un ligero 

aumento en el contenido de lignina en la paja por efecto de las enzimas de P. ostreatus, a los 

45 y 60 d. de FSS, alcanzando valores de 8.3 y 9.1% respectivamente. Con P. sapidus, al 

inicio de la FSS se registró un 10.9% de lignina y disminuyó a 8.4% al día 24 de incubación. 

La digestibilidad in vitro de la MS de la paja a 45 y 60 días fue de 52.6 y 53.1% 

respectivamente. 

Por la acción enzimática de P. sapidus se registró un incremento considerable (4.2 

%) superior en PC y con relación al contenido de cenizas el valor registrado nos permite 

correlacionarlo con las modificaciones en la proporción de lignina principalmente y con los 

cambios en hemicelulosa. 

Es ampliamente conocida la capacidad de los hongos basidiomicetos de actuar sobre 

la fibra y de manera destacada sobre la lignina, sin embargo, al comparar diferentes especies 



29 

 

de un mismo hongo (P. sapidus VS P. ostreatus), se encuentran diferencias al actuar sobre 

un mismo sustrato, en este caso Paja de cebada. 

Luna-Rodríguez et al. (2007) usando a P. ostreatus reportan una disminución en el 

contenido de FDN de 75.2%, al inicio de la FSS a 72.7 % al final del período de 30 d de 

fermentación al compararlo con el estudio usando P. sapidus, registramos 84.6% para el día 

0 y de 82.3% para el día 24 de fermentación valores más altos para P. sapidus. es menos 

eficiente que P. ostreatus ya que los valores de FDN reportados para este son menores. En 

cuanto a la FDA con P. ostreatus inicia el día 0 con 51.80% y termina el día 30 de FS con 

56.73 %, los resultados de ambos tiempos menores para P. sapidus ya que en el inicio se 

registra 50.46% y  47.24% al día 24 de incubación FDA determina el contenido en el 

sustrato de celulosa, lignina y silicio, este resultado indica que P. sapidus es más eficiente en 

degradar la fracción FDA en comparación con lo reportado en el trabajo de Luna-Rodríguez 

et al. (2007) usando a P. ostreatus . En cuanto a la lignina se inicia con 21.1% y termina el 

día 30 con 17.4% (con una reducción de 3.7%), comparando estos resultados con lo 

registrado en nuestro trabajo, se inicia con valor de 10.9 % y para el día 24 de 8.4% 

(reducción de 2.5%) mostrando mejor desempeño con el uso de P. sapidus. En cuanto a 

proteína reportan en el trabajo usando a P. ostreatus niveles al inicio de la FSS, de 3.1% y al 

día 30 de FSS de 3.9% que difiere en cuanto a lo reportado con el uso de P. sapidus en 1.1% 

al día 24 de fermentación resultando menos eficiente con el uso de P. sapidus, por último, 

los resultados son iguales para ambos trabajos en cuanto a MS y MO. 
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Podemos encontrar que si bien se registran diferencias en los resultados, es posible 

comentar que ambas especies P. sapidus y P. ostreatus son eficientes al actuar sobre la Paja 

de cebada modificando su composición y reduciendo el contenido de lignina. 

El mayor efecto de actividad enzimática se obtiene por la mezcla de PC con RC; por 

lo que se logra cambiar la composición del sustrato. Esto es importante para considerar su 

uso en la alimentación de rumiantes. La acción de las enzimas fibrolíticas logra incrementar 

la digestibilidad de la fibra (tablas 1.1,1.2 y 1.3). En un trabajo de Beauchemin, (1995) se 

reporta que al modificar los niveles de enzimas celulasas y xilanasas usando paja de alfalfa, 

paja de timothy y ensilaje de cebada se incrementa la digestibilidad de 30 a 36% para los dos 

primeros sustratos, y no se encontró respuesta para el ensilado de cebada considerando que 

la respuesta depende del tipo de forraje usado, nuestros valores son similares con los 

obtenidos por Beauchemin, (1995) al comparar las pajas. 

La acción de P. sapidus registró los mejores valores en la producción de xilanasas 

durante el tiempo de 16-24 d, mientras los resultados de Xiong et al. (2005) usando a 

Trichoderma reesei así como Luna-Rodríguez et al. (2007) con P. ostreatus reportan una 

actividad más temprana de xilanasa a los 4 y 12 d, respectivamente. Para el fin del trabajo y 

tratando de aprovechar los recursos existentes, resulta mejor contar con una acción temprana 

sobre el sustrato y en este sentido P. sapidus no es tan eficiente como los anteriores. Sin 

embargo, las diferencias en los tiempos de respuestas se atribuyen al desempeño del hongo 

sobre las características del sustrato y a procesos de fermentación. 

Elisashvili et al. (2008) evaluaron la FSS contra la fermentación sumergida (SmF) 

usando a Pleurotus spp y a Lentinus spp en varias condiciones que permiten expresar la 
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producción de las enzimas, endoglucanasa (CMCasa), xilanasa, fenol peroxidada (FPA) y 

lacasa variando los resultados por el tipo de hongo, el medio y las condiciones de 

crecimiento. Vikinesway et al. (2006) reportan a 10 d en FSS niveles de lacasas de 30.6 U/g 

nivel a temperatura de 25 ºC y con agua corriente, similar al que alanzado en el presente 

estudio con P. sapidus; Elisashvilli et al. (2008), también reportan niveles máximos de 

lacasas en cultivo de FSS después de 10 d. de fermentación con 20 U por frasco-1 para P. 

tuberregium IBB 624. En el trabajo de Locci et al. (2008) usando como sustrato a la paja de 

salvado en cultivo con P. ostreatus en FSS durante 62 d reportan una buena colonización del 

hongo lo que permite detectar cambios en la composición química del sustrato, atribuibles a 

las hemicelulasas; una diferencia de este estudio reportan bajos niveles de lignina en el 

sustrato, por lo que no encontraron evidencia de actividad de esta enzima. 

P. sapidus sembrado en PC presentó la mejor producción de celulasas en el día 24 de 

incubación. Ávila, (2004) y Luna-Rodríguez et al. (2007) observaron la máxima producción 

enzimática entre 12 a 20 d de FSS, nuevamente la diferencias de respuesta en el tiempo 

fueron características del hongo y medios de cultivo. La mayor respuesta de lacasas en el 

experimento usando a P. sapidus fue en el día 16 de incubación, siendo muy similares el 

sustrato PC y M; sin embargo, Luna-Rodríguez et al. (2007) reportan mayor respuesta en el 

día 12 en cuanto que Ávila, (2004) reporta una máxima actividad para el día 8, usando como 

sustrato el rastrojo de maíz. Por otra parte, Guillen-Navarro et al. (1998) reportan una 

producción de lacasas y manganeso peroxidasa de 307 y 0.41 UI/ litro respectivamente. 

Mientras que Hongman et al. (2004) empleando un medio deprimido en carbono y usando a 

P. ostreatus reportan que al día 14 de FSS se da la mayor actividad con 130 U/ml. Siendo 
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semejante en canto a tiempo a la respuesta usando a P.sapidus. Esta información nos permite 

considerar los tiempos adecuados para detener la actividad del hongo y estar en mejor 

condición de aprovechar al máximo los recursos ahora disponibles. 

El mayor contenido de proteína por la acción de P. sapidus en el sustrato PC se 

registró el día 16 de cultivo sólido con 0.385 mg g-1 MS; para RC el máximo valor el día 8 

de incubación con 0.262 mg g-1MS; y por último el nivel máximo se registró en M el día 16 

de incubación con 0.338 mg g-1 MS. Estos valores difieren con los obtenidos por Luna-

Rodríguez et al. (2007) y Ávila, (2004), ya que registraron valores de 12.0 mg g-1 de sustrato 

sólido para el día 24 de FSS y de 64.0 mg g-1 de sustrato sólido para el día 8 de FSS, 

respectivamente, lo que coloca a P. sapidus en una posición intermedia; sin embargo, 

representa mejoras con respecto al sustrato sin tratar. 

Se observa que la mayor respuesta en cuanto a la actividad enzimática se da tanto 

para celulasas, lacasas y xilanasas, así como para los niveles de PC tanto para el sustrato PC 

como para M. Similares resultados fueron reportados por Sainos et al. (2006) usando a P. 

ostreatus sobre paja de cebada y uno basado en grano de cebada, combinando ambos en 

diferentes proporciones, indicando que el sustrato que obtiene los más altos niveles es el que 

contiene 50% de cada sustrato, debido a que la paja de cebada incrementa la actividad 

metabólica y el grano de cebada es una importante reserva de nutrientes. En el presente 

estudio, la raicilla aporta nutrientes al medio, logrando en el sustrato M niveles de actividad 

xilanasa y lacasa similares a los del sustrato PC y siendo superior M a PC en los niveles de 

producción de celulasas. 
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1.6 CONCLUSIONES PRIMER ARTÍCULO 

El hongo Pleurotus sapidus demostró tener una buena capacidad para producir 

enzimas celulasas, xilanasas y particularmente lacasas, lo que permite afirmar que su uso 

con la intencion de reducir la proporción de lignina sobre los sustratos PC, RC y M. 

La combinación de PC con RC (75:25) M si bien no logra un sinergismo que 

manifieste valores superiores al mejor de ellos, sí resulta en un valor intermedio entre cada 

uno de los dos componentes por separado, permitiendo considerar a M al ser inoculada con 

un hongo basidiomiceto como es el Pleurotus sapidus, resulta en una buena alternativa para 

modificar su composición bromatológica a favor de un mejor y potencial aprovechamiento 

en la alimentación de rumiantes. 
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2. Producción de gas derivado de la fermentación ruminal in vitro de la 

paja de cebada y raicilla tratadas con Pleurotus sapidus.2 

Se evaluaron los cambios por Pleurotus sapidus a los tiempos de fermentación; 0, 1, 

8, 16 y 24 días, en la composición y fermentación ruminal in vitro de: paja de cebada (PC), 

raicilla (RC) y la mezcla (M) 75:25 de PC y RC, respectivamente. La fermentación se 

determinó con la técnica de producción de gas para obtener: volumen máximo de gas (V), la 

tasa de fermentación (S) y tiempo de retardo (L) con el modelo Vo= V/(1-e4-2S(t-L)). 

Midiendo la digestibilidad in vitro y AGV. Al tiempo 0 de FSS, el contenido de FDN, FDA y 

celulosa fue menor (P<0.001) para la RC y mayor para PC y la M mientras que la 

proporción de lignina y hemicelulosa fue mayor para RC respecto a PC y M. Con 

interacción (P<0.01) entre el tiempo de FSS y sustrato. La lignina disminuyó (P<0.01) con 

el tiempo de FSS solo para PC. El contenido de FDA, celulosa y hemicelulosa difirió 

(P<0.01) entre sustratos pero el tiempo de FSS no la modificó (P>0.01). Los sustratos 

tratados, produjeron menos gas que los no tratados. La RC produjo el V mayor (P<0.001) 

los otros parámetros (S y L) sin diferencia (P>0.001). La digestibilidad fue diferente 

(P<0.001) entre los sustratos y se observó una relación directa entre ésta y V. El ácido 

propiónico en los sustratos tratados, incrementó a 16 días de FSS y, decreció a 24 días 

(P<0.01). El ácido acético disminuyó (P<0.01) por efecto del tiempo su mínimo entre 8 y 16 

días. El hongo Pleurotus sapidus induce cambios en la composición química de la PC, RC y 

M que reducen su fermentación in vitro y modifican la producción de Propionato y acetato y, 

en particular, la M mejoró la DIVMS por lo que se consideró que sería mejor aprovechado 

así que la PC y RC solos, como un recurso forrajero. 

2 Enviado a Animal feed sience and Technology, Elsevier, Nº de registro ANIFEE-09-2294 
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GAS PRODUCTION OF In Vitro RUMINAL FERMENTATION FROM 

BARLEY STRAW AND ROOTLET INOCULATED WITH Pleurotus 

sapidus. 

The effect of Pleurotus sapidus was determined at different fermentation times in FSS; 0, 1, 

8, 16 and 24 days, on the composition of nutrients and in vitro ruminal fermentation (IVRF) 

of substrates: barley straw (BS), rootlet (BR) and the mixture (M) 75:25 of BS and BR, 

respectively. The fermentation was determined with the gas production technique measuring 

the: maximum volume of gas produced (V); fermentation rate (S) and delay rate (L). whit 

the model Vo= V/(1-e4-2S(t-L)). In the two control substrates the content of NDF, ADF and 

cellulose was lower (P<0.001) for BR with respect to BS and M at the end of the FSS. The 

proportion of lignin and hemicellulose was higher. The BS for the NDF content presented 

interaction (P<0.01) between the treatment time and the substrate. The lignin decreased 

(P<0.01) due to the effect of time and substrate only for BS by 22.87%. The content of ADF, 

cellulose and hemicellulose was different (P>0.01). The substrates with P. sapidus produced 

a lower amount of gas than that of the control substrates. Only the V parameter of 

fermentation kinetic showed differences (P<0.001). The digestibility was different (P<0.001) 

among the three substrates, and a direct relationship was observed between V and the in 

vitro digestibility of dry matter (IVDDM). The proportion of propionic acid in the three 

treated substrates increased quadratically from 1 to 16 days of treatment and decreased 

(P<0.01). The only variable that was affected by the time was the proportion of acetic acid, 

which decreased (P<0.01), reaching its minimum between 8 and 16 days. It is considered 

that due to the effect of Pleurotus sapidus, changes were registered in the substrates BS, BR 

and M, reducing their fermentation in vitro and modifies the production of propionate and 

acetate, and in particular, the M substrate improved the IVDDM with a better use of the 

forage resources. 

 

 

 

Palabras clave: Fermentación en sustrato sólido, digestibilidad, AGV, FDN, FDA, Lignina 
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2.2 INTRODUCCIÓN 

 

La producción de cebada en México es de 373,523.46 ha para grano y 10,360.53 ha 

para forraje (SAGARPA, 2007), el 80% de grano producido se utiliza por la industria 

cervecera y el 20% para la alimentación animal (Rodríguez-García, 2006). Anualmente se 

producen 126,808.37 ton de paja de cebada (SAGARPA, 2003) de las cuales se destinan 

para la industria cervecera 880,000 ton de grano (SAGARPA, 2003), e importa de EUA y 

Canadá 107,930 y 28,518 ton, respectivamente, para la elaboración de cerveza, lo que se 

traduce en 1,016,448 ton anuales del desecho raicilla (Schwentesius et al. 2004). El 

subproducto, de esta industria, se usa actualmente en la alimentación de rumiantes, sin 

tratamiento alguno. Por décadas se ha investigado la forma de aumentar la digestibilidad de 

la paja de cebada por rumiantes, entre los métodos investigados se cuentan a los tratamientos 

físicos (fríos como molido o machacamiento y calientes, con vapor de agua), químicos 

(hidróxido de sodio, amoniaco/urea, aldehídos) y enzimáticos biológicos (Dehghan-

banadaky et al. 2007). De estos últimos, se ha empleado a los hongos de pudrición blanca 

por su capacidad de crecer sobre sustratos vegetales ligninocelulósicos (Zadrazil et al. 

1996). Los hongos de la especie Pleurotus sp, han sido ampliamente investigados ya que su 

acción enzimática en los subproductos agrícolas, aumenta la digestibilidad por los rumiantes 

(Platt et al. 1984; Rajarathnam y Bano, 1989; Zhang et al., 2002; Salmones et al., 2005) por 

lo que se considera que pueden ser usado como recurso en la alimentación de rumiantes 

(Breene, 1990; Yildiz et al., 2002). Se conoce de la capacidad diferenciada entre cepas de 

Pleurotus las cuales cuentan con enzimas específicas para actuar sobre el mismo sustrato, 
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con capacidad celulolitica o ligninolitica. (Peláez-Acero et al. 2008) indican que el hongo P. 

sapidus mejoró la calidad nutritiva y digestibilidad ruminal in vitro de caña de azúcar. 

La técnica de producción de gas está siendo usada en múltiples investigaciones para 

determinar la cinética de fermentación ruminal in vitro de alimentos (Blümmel y Ørskov, 

1993; Getachew et al., 1998; Davies et al., 2000; Lowman et al., 2002): misma que el buró 

editorial de ciencia y tecnología en alimentación animal (EBAFS&T) por sus siglas en 

inglés, reconoce el importante papel que esta técnica tiene en el estudio e investigación para 

la valoración de los alimentos, debido a su confiabilidad, bajo costo, y poder evaluar varios 

alimentos al mismo tiempo. Esta técnica es más sensible para determinar la utilización 

microbiana de los nutrientes en tiempos cortos, así como para determinar efectos tóxicos 

sobre la actividad microbiana (Czerkawski y Breckenridge, 1969; Nagadi et al., 1999); 

además, es factible estimar algunas variables como energía metabolizable (EM) y 

digestibilidad de la materia orgánica (DMO) del alimento, así como biomasa microbiana, 

entre otros, utilizando la cantidad de gas producido a las 24 h de fermentación y aplicando 

los modelos desarrollados por Makkar, (2003). La presente investigación tuvo como 

objetivo determinar el efecto en la fermentación ruminal in vitro en los sustratos PC, RC y 

M tratados con P. sapidus en fermentación en sustrato sólido (FSS). 
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2.3 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Obtención y preparación de muestras 

Se obtuvo paja de cebada (PC) y raicilla (RC) del municipio de Calpulalpan, 

Tlaxcala, México. La paja de cebada fue cosechada en el mes de octubre de 2007 y 

empacada inmediatamente; la raicilla fue donada por la planta procesadora de malta 

Cebadas y Maltas, S.A. de C.V. La paja de cebada se molió y fraccionó a un tamaño de 

partícula de 1cm y la raicilla se utilizó como sale de la planta procesadora con un promedio 

de tamaño de partícula de 0.4 cm, La PC, RC y MZ se almacenaron en bolsas de plástico (90 

x 120 cm), se identificaron y mantuvieron protegidas de polvo, humedad y roedores hasta el 

momento de la siembra del hongo. La siembra se hizo siguiendo la técnica establecida para 

la producción del hongo comestible seta. Los sustratos se hidrataron a 80% de humedad y se 

inocularon con 5% (p/p) de Pleurotus sapidus (semilla de trigo invadida de micelio al 100% 

aplicado a los sustratos en capas alternas hasta completar 2 kg en total, y se incubaron en un 

cuarto con temperatura (25ºC) y humedad (80%) controlada, durante 24 días. Durante este 

tiempo se extrajeron bolsas previamente definidas conteniendo sustrato sólido fermentado 

por Pleurotus sapidus a los 0, 1, 8, 16 y 24 días de fermentación sólida (FSS). Una muestra 

de cada sustrato sin tratamiento con Pleurotus sapidus se usó como testigo. 
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Análisis químico de muestras de PC, RC y M tratadas con P. sapidus  

Se tomó una muestra de cada tiempo de FSS, se analizó el contenido MS y MO, 

(AOAC, 2007), y FDN, FDA y lignina (Van Soest et al. 1991), y por diferencia, se estimó la 

proporción de celulosa y hemicelulosa. Los análisis se realizaron en el Laboratorio de 

Nutrición Animal del Colegio de Postgraduados, México.  

Determinación de la producción de gas in vitro 

La determinación de la fermentación ruminal in vitro de las muestras de la FSS, para 

cada tiempo y sustrato, fue realizada de acuerdo a la técnica de la cinética de producción de 

gas propuesta por Menke y Straigas, (1988). En frascos de vidrio color ámbar de 125 mL de 

capacidad, se colocaron 0.5 g de muestra seca de cada tratamiento y, se adicionó 90 mL de 

inóculo ruminal manteniendo en el recipiente un flujo de continuo de CO2 e inmediatamente 

se cerraron herméticamente con un tapón de goma y aro metálico. El inóculo ruminal 

consistió en: Líquido ruminal fresco y solución mineral reducida en una proporción de 1:9, 

respectivamente. La solución mineral reducida contenía, por litro de agua destilada, 300 mg 

de carbonato de sodio, 450 mg de fosfato de potasio dibásico, 450 mg de fosfato de potasio 

monobásico, 450 mg de sulfato de amonio, 900 mg de cloruro de sodio, 184 mg de sulfato 

de magnesio, 75 mg de cloruro de calcio y dos gotas de rezarsurina (1% p/v) como indicador 

de oxido-reducción.  El líquido ruminal se obtuvo de dos bovinos fistulados en rumen 

alimentados a base de paja de avena a libre acceso y 2 kg d-1 de concentrado (16 % PC), el 

líquido ruminal se filtró a través de cuatro capas de gasa y depositado de inmediato en un 

termo para transportarlo al laboratorio, posteriormente se procedió a su mezcla con la 

solución reductora. 
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Los frascos se cerraron inmediatamente y se les extrajo el exceso de CO2  igualando 

la presión a cero y se colocaron en un baño maría a 39 oC. A partir de este momento, se 

midió la presión de gas generada por la fermentación ruminal de los sustratos a tiempos 

definidos durante 48 h de incubación. La presión fue trasformada a volumen de gas (mL g-1 

MS) Los datos de volumen de gas a los distintos tiempos de fermentación se utilizaron para 

calcular las variables de la cinética de fermentación o producción de gas: volumen máximo 

de gas producido (V; mL g-1 MS), tasa de fermentación (S; h-1) y tiempo de retardo (L; h) 

mediante el procedimiento NLIN de SAS (2002) y usando el modelo Vo=V/(1-e4-2S(t-L)) 

descrito por (Schofield y Pell, 1995)., donde: Vo = es el volumen de gas al tiempo 0, V= Es 

el máximo volumen al t = ∞, S= es la constante, llamada valor especifico (S = máximo 

valor/volumen máximo). 

A las 48 h se extrajeron 4 mL de contenido líquido de los frascos y se depositaron en 

tubos con tapa conteniendo 1 mL de ácido metafosfórico, se refrigeró y posteriormente se 

centrifugaron; se tomaron 2 ml de cada una de estas muestras para determinar el contenido 

de ácidos grasos volátiles (AGV) mediante un cromatógrafo de gases (marca Hewlett 

Pakard, modelo HP3398A series GC Chemstation), con automuestreador y conductor de 

ionización de flama, como gas acarreador se utilizó nitrógeno con flujo de aire de 400 mL 

min -1 e hidrogeno 35 mL min -1 con temperatura de inyector y detector de 210 ºC, de horno 

inicial a 95 ºC y final 155 ºC dando un tiempo de corrida de 7 minutos. 

Al término de la incubación (48 h) se filtró el residuo de los frascos a través de papel 

filtro Watman #54, previamente pesado, y posteriormente se secaron a 60 oC por 48 h para 

determinar la desaparición in vitro de la MS (DIVMS). 
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Diseño experimental 

Se usó un modelo completamente al azar y en bloques generalizado (Steel y Torrie, 

1986), el arreglo de tratamientos fue factorial (3x5) donde los factores fueron: sustrato (PC, 

RC y M) y el tiempo de fermentación en sustrato sólido (FSS; 1, 8, 16 y 24 h), con cuatro 

repeticiones por tratamiento. Las variables analizadas fueron, para el efecto de tratamiento 

con P. sapidus, contenido de FDN, FDA y lignina, y se estimó la concentración de celulosa y 

hemicelulosa, y para la cinética de producción de gas, volumen máximo de gas (V; mL g.-1), 

tasa de producción de gas (S; h-1) y tiempo de retardo (L; h); así como desaparición de la 

materia seca in vitro (DIVMS), ácidos grasos volátiles (AGV), y se determinó la biomasa 

microbiana (BMB, mg), digestibilidad de la materia orgánica (DMO), energía metabolizable 

(EM; Mj). Los resultados fueron analizados con el procedimiento GLM y la prueba de 

comparación de medias múltiple de Tukey con el paquete estadístico SAS (2002). El 

volumen de gas a fracciones de tiempo fue analizado gráficamente y solo se analizó 

estadísticamente el volumen fraccional de gas a 6 y 22 h de fermentación, ya que fueron los 

momentos en que se evidenciaron las diferencias, por la acción bacteriana sobre el sustrato. 
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2.4. RESULTADOS 

 

Contenido de FDN, FDA, celulosa, hemicelulosa y lignina en sustratos tratados 

con P. sapidus. 

En los sustratos testigos (PC, RC y M) el contenido de FDN, FDA y celulosa fue 

menor en 2.04, 6.9 y 20.1 % respectivamente (P<0.001) (Tabla 2.1) para la RC en 

comparación a la PC y la M, y el de lignina y hemicelulosa fue mayor en 12.6 % y 13.4 % 

(P<0,01). La mezcla MZ no modificó (P>0.05) su composición respecto a PC. El contenido 

de FDN fue de 75.4, 73.9 y 70.2 % para PC, M y RC, respectivamente, para la FDA fue 

49.3, 49.3 y 41.4 % para M, PC y RC, respectivamente, y el de lignina fue de 3.2, 3.7 y 3.2 

% para PC, RC y M, respectivamente. 

Hubo interacción (P<0.01) entre el tiempo de tratamiento con P. sapidus (FSS) y el 

sustrato para el contenido de FDN (Tabla 2.1). Esta interacción mostró que solo el contenido 

de FDN de la RC disminuyó con el tiempo FSS, pero no en la PC y M. La proporción de 

lignina disminuyó (P<0.01) por efecto del tiempo FSS y sustrato para PC, RC y M, por lo 

que se observó una tendencia (P=0.0336) en la disminución del contenido de lignina, por 

efecto del tiempo FSS. El contenido de FDA, celulosa y hemicelulosa (P<0.01) entre 

sustratos, pero no en el tiempo (P>0.01; Cuadro 2.1). En este sentido la PC tuvo mayor 

proporción de FDA y celulosa en comparación de la RC, pero ésta tuvo mayor contenido de 

hemicelulosa. 
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Producción de gas durante la fermentación ruminal in vitro de sustratos tratados 

con P. sapidus.  

El análisis gráfico de la producción fraccional de gas (Fig. 2.1 a y b) mostraron dos 

picos de máxima producción que se presentaron a las 6 y 22 h de incubación. La figura 2.1 a 

muestra el perfil de producción fraccional de gas de los sustratos testigos. La fermentación 

ruminal de la PC a las 6 h de incubación produjo menor (13.55 mL g-1; P<0.01) volumen de 

gas que la RC (25.52 mL g-1). A este mismo tiempo, la producción de gas con la M fue 

menor (16.35 mL g-1; P<0.05). A las 22 h de incubación no hubo diferencia (P>0.05) en la 

producción fraccional de gas para ningún sustrato PC, RC y M (22.3, 29.3 y 23.8 mL g-1, 

respectivamente; (Figura 2.1 a). El perfil de producción fraccional de gas de los sustratos a 

1, 8, 16 y 24 días FSS fue similar, por lo que se presenta, solo el perfil de los sustratos a los 

24 días de FSS con fines de comparación (Figura 2.1 b). Los sustratos sometidos al 

tratamiento con P. sapidus, produjeron una cantidad de gas menor (P<0.01) que la de los 

sustratos testigos a 6 y 22 h de incubación (Figura 2.1a y b). A las seis horas de incubación 

la RC-tratada produjo más gas (12.8 mL g-1; P<0.01) que la PC-tratada (7.4 mL g-1) pero fue 

similar (P>0.05) a la producida con la M-tratada y, ésta última produjo más gas (P<0.05) que 

la PC-tratada, a diferencia que cuando no fueron tratadas (Figura 2.1 b y a). A las 22 h de 

incubación se mostró un margen de producción de gas, entre tratamientos, mucho más 

estrecho y una mayor (P<0.05) producción de gas con RC (22.8 mL g-1) que con PC (19.8 

mL g-1). 
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Los parámetros (V, S y L) de la cinética de producción de gas, DIVMS, DMO, 

proporción de AGV, EM y masa microbiana, para los sustratos testigos se muestran el en 

Tabla 2.2. La RC produjo el V mayor (P<0.001) (219.7 mL g-1) en comparación a M (196.4 

mL g-1) y la PC (185.35 mL g-1: Los otros parámetros (S y L) no mostraron diferencia 

(P>0.05), pero es de considerar que el tiempo de retardo para RC (1.98 h) es numéricamente 

menor al de la PC (5.56 h) y M (4.25 h). En contraste con V, la digestibilidad fue diferente 

(P<0.001) entre los tres sustratos (RC, M y PC; 21.7 %; 19.9 % y 11.5 %, respectivamente), 

observándose una relación directa entre V y DIVMS. 
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Tabla 2.1. Proporción de FDN, FDA y lignina, celulosa y hemicelulosa en  paja de cebada (PC), raicilla (RC), y la mezcla de ambos (M) a distintos días de tratamiento con el 

cultivo de Pleurotus sapidus.   

 

Nutriente  

Días de cultivo sobre PC Días de cultivo sobre RC Días de cultivo sobre M Efecto de 

1 8 16 24  1 8 16 24  1 8 16 24  Sust FSS Int. 

 -----------------------------------------------------------------------------% --------------------------------------------------------------- ---------------- P -------------- 

FDN 79.14ab 79.05ab 79.59a 79.76a 76.82 bc 75.11cde 73.15e 75.94cd 75.23cde 74.50cde 73.68de 75.00cde <0.0001 <.0001 <.0001 

FDA 51.91ab 53.69a 53.65a 53.77a 44.03bc 42.41c 43.25c 42.72c 50.60abc 48.73abc 49.11abc 49.68abc <0.0001 0.5055 0.8706 

LIGNINA 4.11a 3.84ab 3.24b 3.17b 3.84ab 3.51ab 3.38ab 3.30ab 3.26b 3.22b 3.22b 3.19b 0.0018 0.0006 0.0336 

Celulosa  47.80ab 49.85a 50.40a 50.60a 40.19bc 38.89c 39.87bc 39.42bc 47.33abc 45.50abc 45.88abc 46.48abc <0.0001 0.9645 0.9545 

Hemicelulosa 27.24a 25.36a 25.94a 25.99a 32.79a 32.70a 29.89a 33.21a 24.62 a 25.77a 24.57a 25.32a <0.0001 0.5399 0.9674 

 

a,b,cMedias con distinta literal en las misma fila son diferentes (P<0.001). 

FDN= Fibra detergente neutro; FDA= Fibra detergente ácido 

M= 75% de paja de cebada y 25% de raicilla. 

Sust = sustrato, FSS = tiempo de de fermentación en sustrato sólido, inte = interacción sust * FSS 
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Fig 2.1 Producción fraccional de gas de muestras fermentadas (0 y 24 d) 
            durante la fermentación ruminal in vitro de Paja de cebada (PC),
            Raicilla (RC) y Mezcla (M, 75:25)sin (1a) y con tratamiento (1b) 
            con P. sapidus
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La proporción de ácido acético fue mayor (P<0.01) con PC (77 %) respecto a RC 

(74.6 %), pero no diferente con M (75.4%), y no hubo diferencia entre RC y M. La 

proporción de ácido propiónico fue menor (13.3 %; P<0.01) en PC que en RC (15.3 %) y M 

(14.8 %). No hubo diferencias (P>0.01) entre tratamientos en la concentración de ácido 

butírico. 

Las variables (V, S y L) de la cinética de producción de gas, la DIVMS, proporción 

de AGV, DMO, EM y masa microbiana para los sustratos tratados con P. sapidus, se 

muestran el en Tabla 2.3. Hubo interacción (P<0.01) para las variables DIVMS, ácido 

propiónico y DMO. Respecto a la DIVMS, ésta se incrementó en 26.8% para PC, 30.1% 

para RC y en 19.5% para M con los sustratos-fermentados en comparación a los que no 

Tabla 2.2 Variables de producción de gas (V, S y L), digestibilidad ruminal in vitro, proporción de AGV, EM, masa 

microbiana y digestibilidad de la MO de sustratos fibrosos de muestras (0 y 24 d.)de FSS. 

Variable Sustrato  

Paja de cebada (PC) Raicilla (RC) Mezcla (M)  Probabilidad                    EE 

V (mL g-1) 186.35b 219.67a 196.42b 0.0001 11.96 

L (h) 5.56a 1.98a 4.25a 0 0001 1.10 

S (h-1) 0.029a 0.030a 0.032a 0.005 .001 

DIVMS. (%) 11.54c 21.75a 19.93b 0.0001 .82 

Acético (%) 76.98a 74.62b 75.46ab 0.0001 .32 
Propiónico (%) 13.30b 15.27a 14.78a 0.0001 .27 

Butírico (%) 9.71a 10.10a 9.74a 0.0001 .22 

EM MJ 10.26a 9.17c 9.87b 0.0001 .13 

DMO 35.07 48.60 39.39 0.0001 .02 
M. Mic. Mg g-1. 236.19c 239.88a 237.16b 0.0001 5.80 
a,b,cMedias con distinta literal en las misma fila son diferentes (P<0.001). 

V= Volumen máximo de gas; S= tasa de producción de gas; L= fase de retardo; DIVMS= digestibilidad in vitro de la materia seca a 48 h 

de incubación; EM = Energía metabolizable MJ; M. Mic.= Masa Microbiana Mg g-1. 

Mezcla: 75% de Paja de cebada y 25% de Raicilla. 



52 

 

recibieron tratamiento con P. sapidus (Tablas 2.2 y 2.3), aún con un día de tratamiento. La 

interacción mostró un efecto cuadrático para la PC y RC, fermentadas, alcanzando su 

máximo entre 8 y 16 días de tratamiento, por el contrario la DIVMS de la M disminuyó 

(P<0.01) alcanzando un mínimo a los 16 días de tratamiento (Tabla 2.3). Este 

comportamiento se repitió para la variable DMO y solo con la RC-fermentada, por que con 

la PC-fermentada la tendencia fue contraria a la de la PC testigo. La proporción de ácido 

propiónico en los tres sustratos tratados presentó efectos cuadráticos de 1 a 16 días de 

tratamiento y posteriormente disminuyó a los 24 días, siendo sólo diferente (P<0.01) para la 

RC-fermentada (Tabla 2.3). 

Se presentó efecto de sustrato para las variables V, L, ácido acético y EM (Tabla 2.3). 

El volumen máximo de producción de gas (V) fue mayor (P<0.01) para los sustratos testigos 

(sin tratamiento) en comparación a los fermentados (Tablas 2.2 y 2.3). De igual forma, al 

comparar los sustratos fermentados, V fue mayor (P<0.01) en la RC (180.8 mL g-1 MS) en 

comparación a la PC (150.09 mL g-1 MS), la M produjo una V intermedia (177.4 mL g-1 

MS). En contraste, L, ácido acético y EM fueron mayores (P<0.01) para PC (7.59 h, 68.7 % 

y 10.44 MJ) que para RC (4.70 h, 66.6 % y 9.41 MJ). M tuvo valores intermedios (5.60 h, 

69.6 % y 9.92 MJ). La única variable que fue afectada por el tiempo de la FSS fue la 

proporción de ácido acético, ésta mostró un efecto (P<0.01) cuadrático alcanzando su 

mínimo entre los 8 y 16 días de FSS para luego incrementar nuevamente (Tabla 2.3) 

En la Figura 2.2 se presentan los perfiles de producción acumulada de gas para cada 

sustrato; PC, RC y M (Figura 2.2 a, b y c. respectivamente) considerando los parámetros (V, 

L, S) obtenidos para cada uno de ellos. En cada gráfico se incluye el sustrato testigo (sin 
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tratamiento) correspondiente. Se muestra que el perfil de producción acumulada en los tres 

sustratos es diferente. El tratamiento de la PC con P. sapidus se degrada constantemente (V) 

en relación a los tiempos de FSS, el intervalo entre el valor mayor de V y el menor es de 

aproximadamente (80 mL g-1; Figura 2.2 a). En contraste, existe una notoria disminución de 

V entre RC y la RC-tratada en los tiempos de FSS, con un intervalo de 70 mL g-1 (Figura 2.2 

b). La técnica de producción de gas in vitro se ha comparado junto a otras como 

digestibilidad in vitro y la digestibilidad aparente in vitro y resultan ser de las mejores en 

predecir la digestibilidad de la materia orgánica, a mayor producción de gas, mayor 

digestibilidad. 
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Tabla 2.3 Parámetros (V, L S) de producción de gas, digestibilidad de la materia seca, proporción de ácidos grasos volátiles, EM, DMO y masa 

microbiana,. Durante la  fermentación ruminal in vitro de  paja de cebada (PC), raicilla (RC) y la mezcla de ambos (M) con diferentes días de 

tratamiento con Pleurotus sapidus. 

 

Variable 

Tiempo (d) de cultivo sobre PC Tiempo (d) de cultivo sobre RC Tiempo (d) de cultivo sobre M Factor (p) 

1 8 16 24  1 8 16 24  1 8 16 24  Sust TFS Int. 

V (mL g-1) 165.4ab 152.63ab 153.53ab 128.83 b 169.28 ab 185.42a 190.12a 178.33a 190.36a 177.57a 177.31a 164.43ab <0.0001 0.0551 0.2068 

L (h) 7.47abc 7.81ab 7.04abc 8.07a 5.75bcd 3.38e 4.27de 5.42cde 5.80bcd 5.48cde 5.56cd 5.56cd <0.0001 0.4357 0.6797 

S (h-1) 0.032ab 0.031ab 0.032ab 0.031ab 0.031ab 0.032ab 0.032ab 0.03b 0.033a 0.032ab 0.032ab 0.031ab 0.2917 0.0187 0.3711 

DIVMS. (%) 12.59f 15.78cde 13.49ef 12.2f 20.68b 31.06a 31.11a 21.18b 18.33bc 16.55cd 14.76def 14.86def <0.0001 <0.001 <0.001 

Acético (%) 68.31a 67.91a 68.49a 70.2a 68.03a 65.02b 63.44b 70.09a 69.75a 69.14a 68.91a 70.53a 0.0033 0.0054 0.2993 

Propiónico (%) 18.95cd 19.36c 19.05cd 18.78cd 20.62b 22.65a 23.19a 18.06d 19.00cd 19.55bc 19.54bc 18.48cd <0.0001 <0.001 0.0003 

Butírico (%) 12.73ab 12.72ab 12.44ab 11.01b 11.33ab 12.32ab 13.35a 11.84ab 11.24b 11.30b 11.54ab 10.98b 0.1117 0.2545 0.6791 

EM MJ 10.25ab 10.42a 10.53a 10.56a 9.53de 9.35ef 9.32f 9.45d 10.04bc 9.85cd 9.84d 9.96bc <0.0001 0.3197 0.6397 

DMO 33.13h 31.36j 32.44i 29.13k 40.09c 45.13a 45.10a 41.50b 38.75d 36.65f 37.26e 34.90g <0.0001 <0.001 <0.001 

M. MIC. Mg g-1 238.93a 247.76a 235.16a 241.13a 264.44a 243.79a 250.98a 232.00a 233.26a 238.73a 240.86a 248.53a 0.1329 0.5427 0.0097 
a,b,cMedias con distinta literal en las misma fila son diferentes (P<0.001). 

V= Volumen máximo de gas;S= tasa de producción de gas; L= fase de retardo o fase lac.; Dig= digestibilidad de la materia seca (48 h)  

EM = Energía metabolizable MJ; M. Mic.= Masa Microbiana Mg g-1. 

Mezcla: consiste de 75% de Paja de cebada y 25% de Raicilla.
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2.5. DISCUSIÓN 

 

La paja de cebada y raicilla contienen una alta proporción de FDN y FDA, éste último 

componente se correlaciona negativamente con la digestibilidad ruminal (NRC, 2001), la 

misma respuesta también fue observada en el presente estudio (Tabla 2.1). La raicilla contiene 

cinco unidades porcentuales menos de FDA que la paja de cebada, lo que determinó que su 

digestibilidad y la extensión de fermentación, estimada como volumen máximo de gas V 

(Tabla 2.2), fuera mayor que la de la paja. Como consecuencia de una mayor proporción de 

FDN en la PC, ésta tiene una menor cantidad de contenido celular en comparación a la raicilla 

a seis horas de fermentación (Figura 2.1) y un mayor tiempo de retardo L; (Tabla 2.2). A pesar 

de que la adición de 25% de raicilla a la paja de cebada (M), mejoró su digestibilidad ésta fue 

insuficiente para reflejarse en el volumen fraccional, V, L y S, lo cual se atribuyó a que por una 

parte el contenido de proteína de la RC es superior al que contiene PC y como se sabe la 

proteína y lípidos producen menor cantidad de gases (Posada y Noguera, 2006). La RC por su 

mayor contenido de almidón y por el menor tamaño de partícula (Tafaj et al. 2005) en 

comparación con PC permite una mejor acción microbiana que se refleja en una mayor 

digestión y menor fermentación. La RC induce una mayor proporción de ácido propiónico 

(Getachew et al., 1998; Mäntysaari et al., 2007). Generalmente, el sustrato determina la mayor 

o menor producción del tipo de los AGV (Fernández-Meyer, 1998). El sustrato PC registró un 

mayor nivel de EM lo cual puede deberse al efecto directo de proveer almidón que podría 

tener efectos asociativos adversos, la digestibilidad de la fibra (celulosa, hemicelulosa) podría 
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disminuir, como también la población bacteriana celulolítica. Los resultados son variables y 

dependen del tiempo de adaptación al sustrato (Sveinbjörnsson et al. 2006). 

Los sustratos tratados con P. sapidus disminuyeron el contenido de FDN en la raicilla 

con una tendencia cuadrática, alcanzando su mínimo a los 16 días. De igual forma P. sapidus 

disminuyó la proporción de lignina en PC y RC (Tabla 2.1) aunque en esta última no fue 

significativa. Esta reducción fue insuficiente (Eun et al. 2006) como para mejorar su 

fermentación y digestibilidad de la PC, pero sí la mejoró 9.4 % en la RC, con tendencia a 

aumentar la producción de gas (V; Tabla 2.3), Lo anterior puede deberse a las enzimas que 

produce el hongo (Rodriguez et al. 2008) modifican la FDN y la hace más accesible al ataque 

microbiano Peláez-Acero et al. (2008) usando P. sapidus en caña de azúcar encontraron 

valores de V entre 294.73 y 155.69 mL g-1, de L entre 0.31 y 3.64 h y de S entre 0.0248 y 

0.0364 h-1. En la presente investigación V varió entre 219.67 y 128.83 mL g-1 MS, L fluctuó 

entre 1.98 y 9.07 h y S entre 0.029 y 0.032, siendo los valores similares en el presente trabajo. 

El tratamiento de la paja de trigo con los hongos Trametes versicolor, Bjerkandera 

adusta y Fomes fomentarius incrementó la degradación de la FDN con la técnica in vitro de 

producción de gas (Rodríguez et al. 2008), lo cual fue indicativo de que la estructura de la 

pared celular se modificó y esto redujo la fase de retardo de la fracción asociada a la pared 

celular. Por el contrario, en nuestro estudio el tratamiento con P. sapidus redujo la producción 

de gas en los tres sustratos en comparación a los sustratos sin tratar; sin embargo, la tasa de 

fermentación se incrementó 9.3 % para PC, 6.2 % para RC y 3.03 % para M. 

Okano et al. (2006) usando a P. eryngii en bagazo de caña de azúcar reportan que la 

proporción de la materia seca y lignina residual del sustrato decrece y como consecuencia su 
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digestibilidad in vitro (DIVMO), y la producción de gas in vitro a las 48 horas aumentan. En la 

presente investigación, los resultados son similares a los reportados por Okano et al. (2006). 

Getachew et al. (2004) evaluaron la producción de gas in vitro de doce recursos alimenticios 

encontrando que los granos secos de destilería producen 201.3 mL g-1 MS de gas a 48 horas de 

fermentación. En esta investigación la M sin tratamiento con P. sapidus produjo 196.4 mL de 

gas solo superando a M con 24 días de tratamiento con el hongo la producción de gas se 

disminuyó a 164.4 mL g-1 MS. Lo que significa una reducción en la digestibilidad tras ese 

tiempo de acción de P. sapidus . 

Con relación a la producción de ácidos grasos volátiles, Getachew et al. (2004) 

obtuvieron 14.8 mM l-1 de acético, 10.2 mM l-1 de propiónico y 2.1 mM l-1 de butírico, pero en 

este estudio el ácido acético en M tuvo valores de 16.40 mM l-1 sin P. sapidus y a los 24 días 

de fermentación con el hongo se registró 16.18 mM l-1. El ácido propiónico registró 4.76 sin P. 

sapidus y 4.55 mM l-1 con P. sapidus, y para ácido butírico 2.81 sin P. sapidus y 2.63 mM l-1 

con P. sapidus, encontrando la mayor diferencia en la producción de ácido propiónico 

comparado con el trabajo de Getachew et al. (2004). Los valores registrados son positivos, hay 

que recordar que los AGV´s representan la fuente principal de energía para los rumiantes y son 

usados eficientemente. 

Eun et al. (2006) utilizó enzimas xilanasas y celulasas en paja de arroz en dos 

presentaciones, una sin y otra con amoniaco, y ellos encuentran efectos mínimos pero 

positivos en cuanto a producción de gas y degradabilidad de la paja de arroz sin tratar. Estos 

resultados fueron diferentes con lo reportado por Wang et al. (2004), quienes atribuyen la 

diferencia a los sustratos, ya que ellos usaron paja de arroz y Wang et al. (2004) uso paja de 
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trigo por la diferencia de especificidad de las enzimas usadas. De hecho mencionan que la paja 

de arroz difiere considerablemente de otras pajas de cereales como son la de cebada, trigo y 

avena con una alta relación hoja:tallo (60:40); ambas fracciones con similar digestibilidad. 

También concluyen que los cambios en la proporción molar de los ácidos grasos volátiles 

indican que la fermentación produce los cambios de la paja de arroz después del tratamiento 

con enzimas exógenos.  

El tratamiento con P. sapidus disminuyó la proporción de ácido acético e incrementó el 

del ácido propiónico, en comparación al sustrato no tratado (Tabla 2.3), con lo cual la relación 

acético-propiónico fue mejor. Karunanandaa y Varga, (1996) reportan disminución en el ácido 

acético e incremento en el ácido propiónico, por efecto de la acción de enzimas exógenas lo 

cual, según estos autores, tiene impacto en la degradación del alimento y en los productos 

finales de la fermentación ruminal que resulta en un mejoramiento de la eficiencia de 

utilización de los nutrientes. Cuando las enzimas fibrolíticas y amilasas de Trichoderma viride 

(xilanasa), Aspergillus niger y Trichoderma viride (Giraldo et al., 2008) actúan sobre una 

mezcla de paja de pasto y alimento concentrado en las proporciones de 0.7:0.3, 0.5:0.5 y 

0.3:0.7 incrementaron la digestibilidad verdadera de la MS, la producción de ácidos acético, 

propiónico, ácidos grasos volátiles totales y gas, tras ocho horas de fermentación ruminal in 

vitro, pero a 24 horas de incubación los efectos desaparecieron, aunque la degradación del 

sustrato continuó siendo mayor. 

Okano et al. (2005) evaluaron el efecto de cinco hongos de pudrición blanca (P. 

ostreatus, P holiota nameko, Dichomitus squalens, Lentinula edades y Ceriporiopsis 

subvermispora) en la digestibilidad cedro rojo (Cryptomeria japonica) a 4, 8, 12 y 20 semanas 
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de tratamiento. La digestibilidad de la MO (DIVMO) del árbol de cedro incrementó con el 

crecimiento de Ceriporiopsis subvermispora y Lentinula edades por 20 semanas, pero la 

DIVMO fue menor con P. ostreatus, P. nameko, o D.squalens. La producción de gas in vitro 

(PGIV) con P. ostreatus, P. nameko, o D. squalens fue de 37 mL g-1 MO en comparación a 17 

mL g-1 MO cuando no fue inoculado con estos hongos, pero el incremento fue 107 mL g-1 MO 

cuando se aplicó C. subvermispora por 20 semanas. Estos resultados muestran que la especie 

de hongo y el tipo de sustrato determina los cambios en la estructura y composición del 

sustrato, lo cual puede ser benéfico o negativo para su utilización a nivel de consumo por el 

rumiante. 

En el presente estudio, la mezcla evaluada de paja de cebada y raicilla con P. sapidus 

presentó modificaciones en su composición química, no obstante en el proceso de preparación 

de los sustratos, previo a la siembra del hongo, fue necesario someter a calentamiento con 

agua y reducir la carga microbiana que pudiera competir con el hongo. Como consecuencia se 

pierden algunos azúcares solubles principalmente, algunas pectinas y se alcaliniza el sustrato; 

sin embargo, esta reducción no afecta el desempeño del hongo sobre el sustrato (Castañeda de 

León y Leal-Lara, 2007), al contrario, al disminuir el contenido de azúcares solubles se reduce 

el riesgo de contaminación con otros hongos. En comparación con los experimentos 

referenciados, en el trabajo de Okano et al. (2006), mencionan que la caña de azúcar fue 

esterilizada e inoculada, mientras que los granos de destilería se usaron tal como salen de la 

planta de procesamiento (Giraldo et al., 2008 ; Rodríguez et al., 2008). En referencia a los 

resultados del presente estudio con P. sapidus, se observó diferencia en el comportamiento 

entre el tratamiento previo y los diferentes tiempos de FSS con el hongo. Para la M se 
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alcanzan valores intermedios comparado con PC y RC y se aprecia en lo general que esto se 

mantiene durante los días de FSS, además que hay mas homogeneidad entre el sustrato con y 

sin la acción de P. sapidus.  M tuvo la mejor degradabilidad entre los tratamientos. 

  

 

 

2.6. CONCLUSIONES DEL SEGUNDO ARTÍCULO 

 

La adición de raicilla a la paja de cebada con la acción de P. sapidus, permitió 

modificar la composición química del sustrato y mejoró el aprovechamiento por las bacterias 

ruminales. Se recomienda tratar con P sapidus, la PC por 8 días, la RC por 24 días y la M por 

8 días. El uso de la paja combinada con raicilla presentó mejor digestibilidad, este resultado 

aporta información relevante para integrar la raicilla con otros sustratos y mejorar la 

utilización de la paja en la alimentación de rumiantes. 
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3. DISCUSION GENERAL 
 

En general existe una amplia información que estudia el contenido de los 

componentes celulares y cómo aumentar su disponibilidad y degradación por los 

microorganismos ruminales. (Zadrazil, 1985 ; Agosin et al.,1987;Gupta, 1987; Zadrazil et 

al.,1995 Zadrazil et al.,1996). El trabajo presenta una originalidad, basada en la 

combinación de un organismo biológico el Pleurotus sapidus  con la incorporación de la 

raicilla como fuente de nitrógeno buscando un sinergismo entre la digestibilidad de la fibra 

y la incorporación de nutrientes que benefician el aporte nutritivo de los forrajes 

El tiempo de cultivo del P. sapidus sobre la paja de cebada (PC), raicilla (RC) y la 

mezcla de ambos 75-25% (M) Fue un factor importante para estudiar la composición 

bromatológica de estos sustratos, la capacidad enzimática de las celulasas, xilanasas y 

lacasas. En trabajo previo de Luna-Rodríguez et al. (2007) indicaron que el tiempo óptimo 

de la acción enzimática fue entre 10 y 16 días. Especialmente la capacidad de los hongos de 

pudrición blanca como Pleurotus se caracterizaron por degradar la fracción de lignina 

presente en el forraje sobre el contenido de la celulosa. Similarmente Kamra y Zadrazil, 

(1986) y Valmaseda et al. (1991) reportan la acción sobre la lignina de Trametes versicolor, 

Pleurotus ostreatus y a Pleurotus eryngii con capacidad de remover hasta el 50% de la 

lignina existente, con una menor acción sobre la celulosa. 

Cuando usamos a Pleurotus sapidus el sustrato RC mostró un comportamiento similar 

con PC y M, considerando por trabajos previos a PC (Zadrazil 1985; Zadrazil et al., 1996) 
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como un sustrato adecuado para la acción enzimática del hongo Pleurotus y la M que cuenta 

con 75% de PC, se registró una diferencia estadística mayor entre RC, PC y la M en la 

producción de Xilanasas (alrededor de 200 UI g-1 para PC y M al día 16 de FSS) y Celulasas 

(3.2 UI g-1 en M contra 2.5 UI g-1 en PC). Se observó que en el sustrato RC se tiene un menor 

desempeño de las enzimas lacasas, lo que coincide con el trabajo de Quintero et al. (2006) y 

que reportan atribuible a los altos niveles de nitrógeno y carbono que inhiben la síntesis de 

estas enzimas en particular. Es de destacar el buen desempeño enzimático del hongo P. 

sapidus al actuar sobre M que al día 16 de FSS registra niveles de producción de 45.00 UI g-1. 

El segundo aspecto de análisis y discusión en este estudio son los efectos del tiempo 

de cultivo de Pleurotus sapidus sobre la: PC, RC y M, en la composición química de estos 

sustratos y su efecto en la digestibilidad, basándonos en trabajos previos consideramos 

pertinente observar que efecto se logra sobre los subproductos y antes de realizar la cosecha 

del hongo para fines de consumo en humanos. 

Los siguientes autores (Tsang et al.,1987; Zadrazil, 1996). reportan cambios en la 

composición del sustrato usando hongos del género Pleurotus como P. sajor-caju. P. 

sapidus, P. cornucopiae, P. ostreatus  y P. eryngii con promedios de pérdida de peso de 18 

%, pérdidas de lignina de 11 %, celulosa del 20 % y hemicelulosa 50% después de su 

cosecha, y menor digestibilidad de la celulosa comparado con la paja intacta  

En los resultados obtenidos se registraron menores niveles de pérdidas porcentuales 

de los componentes químicos en los sustratos tras el cultivo con P. sapidus, la disminución 

registrada de la hemicelulosa tras la inoculación en PC a 16 días fue de 1.3 %, para RC 2.9 

% y para M 0.05 %. 
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La disminución en los niveles de FDN a 8 días de fermentación de entre los 

tratamientos se nota al comparar a PC -0.09 % con RC -1.7 % y M 0.7 %, con un 

porcentaje de pérdida mayor en RC seguida de PC y M. Es más notable la diferencia entre 

celulosa y hemicelulosa al comparar RC con PC, efecto que se mantiene para hemicelulosa 

en menor proporción en M. Sin embargo, la disminución de la hemicelulosa se mantuvo 

constante. Esta disminución en los componentes químicos está de acuerdo con otros 

reportes (Yamakawa et al., 1992; Li et al., 2001; Miki et al., 2005). Es decir, la 

hemicelulosa y los hidratos de carbono solubles se consumen como fuente de energía antes 

de la celulosa y lignina en la fase de crecimiento miceliar de los hongos. 

En este estudio, usando a P. sapidus la diferencia en DIVMS de los sustratos antes 

del día 24 fue mejor para RC con 31.11 y seguida de M con 14.76 puntos porcentuales, 

Kewalramani et al. (1988) observó que la digestibilidad in vitro de la MS de bagazo de 

caña de azúcar cultivadas con P. sajor-caju y Polyporus caperatus a 25ºC durante 50 días 

aumentó en 0.220 y 0.190, unidades respectivamente. Del mismo modo, Zadrazil y Puniya 

(1995) reportaron que la DIVMO del bagazo cultivado con P. eryngii a 25º C durante 42 

días aumentó en 0.115 unidades porcentuales con respecto al testigo, partiendo de 0.4 g. de 

muestra sometida al análisis. 

En un experimento de digestibilidad utilizando ovejas, Suzuki, (1995) observó que 

la energía digestible del bagazo de caña de azúcar que P. abalonuswas cultivado durante 96 

días a temperatura ambiente, aumentó de 1,3 a 2,0 Mcal kg-1 MS. Como se mencionó 

anteriormente, el efecto de la mejora de la digestibilidad fue diferente dependiendo de las 

condiciones de cultivo, temperatura, tiempo de cultivo y las especies de hongos. Aunque la 
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temperatura de cultivo en este estudio con P. sapidus fue de 25º C, similar a informes 

anteriores, el efecto de la mejora de la digestibilidad fue registrado, considerando en 

términos generales como el día 16 de fermentación sólida como el mejor de los tiempos 

evaluados, para considerar su uso como alimento para rumiantes. 

Con todo lo discutido anteriormente, esta investigación aporta información nueva 

sobre la acción enzimática del hongo P. sapidus sobre los subproductos señalados, se 

considera aprovechar estos cambios en forma íntegra, ya que no esperamos a la 

fructificación y además se suma a éste potencial el incremento en la digestibilidad y la 

presencia del mismo hongo como recurso alimenticio que consideramos es de utilidad y de 

aplicación en la alimentación de rumiantes. 
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4. CONCLUSIÓN GENERAL 

 

 

Los recursos forrajeros son por lo general de bajo valor nutritivo, sin embargo su 

uso está muy generalizado y en algunas partes del mundo resultan ser los únicos 

disponibles para la alimentación de los rumiantes. Generar conocimiento del efecto 

enzimático del hongo Pleurotus sapidus sobre la raicilla y su mezcla con paja de cebada, 

permite conocer sobre las modificaciones y efectos benéficos posibles para su aplicación en 

la nutrición del ganado. 

Después de analizar los resultados con la aplicación del hongo basidiomiceto P. 

sapidus y mediante un proceso de fermentación sólida, a diferentes tiempos, sobre los 

subproductos indicados, en la presente investigación consideramos que por efecto de la 

actividad enzimática del hongo, se logra modificar de manera favorable su composición 

fisicoquímica, considerando que M, la cual se compone de 75% de paja de cebada y del 

25% del producto de desecho de la industria Maltera denominada raicilla manifiesta un 

mejor desempeño comparado con la raicilla sola, se considera que al reducir la proporción 

de lignina se logra liberar recursos atrapados como son la celulosa y hemicelulosa, con esta 

idea se consideró conveniente someter a análisis las muestras evaluadas en una prueba de 

digestibilidad in vitro por la técnica de producción de gas, y medir su potencial uso e 

incorporación en dietas para rumiantes. 

En la prueba de digestibilidad se observaron modificaciones efectuadas por el hongo 

sobre el sustrato, comparadas con el material sin tratamiento permiten concluir que si bien 
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los valores de los sustratos testigo son mayores, sí se evidencian diferencias entre los 

sustratos tratados considerando que la modificación realizada por el hongo Pleurotus 

sapidus resulta en una mayor respuesta en la producción de gas y en consecuencia en la 

digestibilidad ruminal de los materiales sometidos a la prueba; concluyendo que el 

tratamiento M resultó en una buena posibilidad para su uso en la alimentación de 

rumiantes. 

La modificación en su composición mejoró el aprovechamiento de estos 

subproductos, obteniendo beneficios directos e indirectos. El inóculo de P. sapidus 

modificó las características fisicoquímicas y se obtuvo un mejor aprovechamiento de los 

recursos existentes, haciéndolos más disponibles a la degradación de los microorganismos 

ruminales. 

Concluyendo, esta investigación fue un desarrollo básico y puede ser potencialmente 

escalado para su aplicación en una forma más práctica para beneficio de la alimentación 

animal. 
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