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EFECTO DE LOS NIVELES DE VITAFERT Y MELAZA EN LA POLLINAZA
FERMENTADA AEROBICA

RESUMEN

La pollinaza es la excreta de las aves de engorda y se ha utlizado en la
suplementacion de los bovinos debido al elevado contenido de nitrégeno no
proteinico (NNP) y por su bajo costo. Con el objetivo de mejorar los pardmetros
bromatolégicos y fermentativos de la pollinaza. Se estudié en disefio completamente
al azar con arreglo factorial 3 x 3 con 3 repeticiones por tratamientos, con variable de
respuesta incremento en Y, el efecto de los niveles de Vitafert (0, 30 y 60%) y melaza
(10, 20, y 30%) Se mezclo la pollinaza con los porcentajes de Vitafert y melaza de
forma homogénea, se utilizo 1kg de muestra como unidad experimental agregando
agua a los tratamientos para mantener una proporcion del 60 % de humedad, una
vez mezclados los ingredientes homogéneamente con cantidades del 100 %, se
procedio a extenderlo en charolas con un espesor de 3 cm, para permitir una
aireacion durante la fermentacion de los tiempos 0 y 24 horas, se tomo 100g de
alicuotas para determinar los parametros bromatologicos, fermentativos vy
microbiologico del tiempo 0. Se encontrd interaccion (P<0.001) en el contenido de
proteina verdadera (PV) en el proceso de fermentacion en estado solido (FES), en
los tratamientos con 30% de Vitafert y 30% de melaza. Con respecto al contenido de
PC se encontr¢ interaccion (P<0.001), en los tratamientos 30 y 60% de Vitafert y
30% de melaza, sin diferencias entre ellos. En todos los tratamientos estudiados, el
pH disminuyo a las 24 h del proceso de fermentacion en estado sélido. En relacién a
las bacterias acido lactica Se concluye que la fermentacion en estado sélido a las 24
h, incrementa la proteina cruda de la pollinaza asi como también la proteina
verdadera. En los parametros microbiologicos al menos, a las 24 h, de acuerdo los
resultados, disminuyeron los contenido de Ooquistes e incrementa las bacterias

acido lactica

Palabras claves: Pollinaza, Vitafert, melaza, proteina cruda, proteina verdadera, pH,
bacteria acido lactica y Ooquiste.



EFFECT OF VITAFERT AND MOLASSES LEVELS IN AEROBIC FERMENTED
POULTRY MANURE

ABSTRACT

Poultry manure is the feces of finishing poultry and it has been used to supplement
the cattle because of the high content of no-protein nitrogen and its affordable prices.
We aimed to improve the bromatologic and fermentative parameters of the poultry
manure in order to do this, we studied a random design with a factorial arrangement 3
X 3 with three repetitions per each treatment with response variable increased in Y
the effect of Vitafert levels (0, 30 and 60%). The poultry manure was mixed with the
percentages of molasses and Vitafert in a homogeneous way. One Kg of sample was
used as an experimental unit adding water to the treatments to keep a 60%
proportion of humidity. Once the ingredients were mixed in a homogeneous way with
amounts of 100%, they were put on 3 cm-thickness trades to permit ventilation during
fermentation between 0 and 24 hours. 100 g aliquots were taken to determine the
bromatologic, fermentative and microbiological parameters of the O hour. Interaction
in the content of true protein (p<0.001) during fermentation of solid state in the
treatments with 30% of Vitafert and 30% of molasses was found. About the content of
CP, an interaction was found (p<0.001) in the treatments 30 and 60% of Vitafert and
30% of molasses, with no differences between them. In all studied treatments, the Hp
decreased at the 24 hours of the process of fermentation of solid state. On lactic acid
bacteria it is concluded that fermentation in solid state at the 24 hours increases the
raw protein of poultry manure and the true protein as well. In the microbiological
parameters at least at the 24 hours and according to the results; the Oquiste content

decreases and the lactic acid bacteria increases.

Keywords: Manure, Vitafert, Molasses, Protein raw, true protein, pH, lactic acid
bacteria y Oocyst.
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|. INTRODUCCION

En las areas tropicales, los pastos y los forrajes son la base de la alimentacién
bovina (Del Pozo et al., 2002). Estos presentan variaciones temporales en
disponibilidad de materia seca y calidad nutricional, lo cual influye en la produccién
de carne y leche. Para evitar variaciones en la produccion animal, se han
implementado estrategias de suplementacién asociado principalmente con la
utilizacion de granos. Sin embargo, el uso de concentrados comerciales no siempre
esta al alcance de los pequefios productores debido a su alto costo en el mercado,
por lo cual es necesario buscar alternativas productivas y econémicamente factibles.

La pollinaza es la excreta de las aves (pollos) de engorda y se ha utilizado
mezclada con melaza ,en la suplementacion para bovinos (por) debido a su elevado
contenido de nitrégeno no proteinico (NNP), bajo costo y efecto positivo en el
proceso digestivo en el rumen (Calderdn y Elias, 2005). Sin embargo, los resultados
en la alimentacién animal han sido contradictorios.

Segun Castellanos et. al. (2002), el uso de la pollinaza en la alimentacion
animal constituye un riesgo potencial para la salud humana por la presencia de
residuos de sustancias quimicas, biolégicas o0 medicamentos veterinarios, ademas,
contiene una alta carga microbiana (Echerichia. Coli y Coccideas) que procede del
tracto gastrointestinal de las aves (Castellano y Murguia, 2002) y pueden parasitar al
animal que la consume, haciendo necesario el uso de antibiéticos de amplio espectro
(Rejo et al., 1997) lo cual, encarece los costos de produccion.

También puede convertirse en sustrato para el crecimiento, proliferacion o
diseminacion de plagas, sobre todo de moscas y enfermedades de importancia
sanitaria humana y animal.

Por lo anterior, el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) junto con el
Ministerio de Salud (MS) de la Republica de Cuba en el 2003, realizaron un plan de
manejo que abarca el almacenamiento, tratamiento, transporte y mercadeo de la
pollinaza, decretando que la pollinaza fuera tratada con procesos fisicos, quimicos o
biolégicos o bien una combinacion de ellos, para que sea utilizada como fuente de

NNP para rumiantes, fertilizante y enmienda o mejorador de suelos.



Castellano et al. (2000), deshidrataron y molieron la pollinaza para facilitar su
manejo, conservacion y reduccion de la diseminacion de enfermedades. Concluyeron
qgue el deshidratado disminuy6é su valor proteinico y no logré la eliminacion total de
los microorganismos patdgenos.

Se ha demostrado que el grupo de las bacterias acido lacticas son capaces de
producir gran cantidad de &cidos organicos, como el &cido lactico durante las
fermentaciones y éste funciona muy eficazmente contra Salmonella spp. y
Escherichia coli (Roe et al., 2002). Cada microorganismo tiene un rango de pH en el
gue puede vivir adecuadamente y un pH desfavorable, influye en el funcionamiento
de las enzimas y en el transporte de nutrientes al interior de la célula. Asi, el acido
lactico, a bajo pH en el sistema, se encuentra en forma no disociada y pueden
penetrar a la célula por difusion pasiva, dentro del citoplasma del microorganismo se
disocia debido al pH neutro y se liberan los protones, bajando el pH del citoplasma, lo
cual interfiere con algunos senderos metabolicos y el microorganismo muere (Hazan
et al., 2004).

El pH de la pollinaza es alcalino debido a su alto contenido de amoniaco (NH3)
y a este pH el NH; es volatil, ademas, es el pH ideal para el crecimiento de
microorganismos patdogenos como la Echerichia coli y Coccideas, a pH acido, el NH3
puede ser transforma a amonio (NH,) y este puede ser retenido en el sistema.

El Vitafert es un producto biologico obtenido por fermentacién en estado
liquido que contiene bacterias, levaduras y sus metabolitos, capaces de producir
cantidades apreciables de acidos organicos de cadena corta como lactico, acético,
propidnico, succinico y piravico, vitaminas y enzimas (Elias y Herrera, 2008) y podria
retener el NHz de la pollinaza en NHy,

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio es: Evaluar los efectos de la
inoculacién de niveles de Vitafert y melaza en los parametros bromatoldgicos,
fermentativos y microbiologicos de la pollinaza fermentada aerébicamente.

La hipétesis indica que la inclusion de Vitafert y melaza en la fermentacién en
estado solido de la pollinaza, incrementara el contenido de proteina cruda y
verdadera en el producto fermentado y disminuira los parametros microbioldgicos de

la pollinaza.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas de la produccion bovina en el tropico

Ruiz (2005), menciona que los sistemas de alimentacion bovina en el trépico se
sustentan principalmente en el uso de pastos y forrajes, el cual ofrecen la fuente mas
barata de nutrientes con que se cuenta para la alimentacion animal. Sin embargo,
esta se ve afectada debido a que la produccién forrajera tiene una series de
limitantes en cuanto a calidad de los suelos, competencia con los cultivos y malezas
(Hernadndez, 2002), y la alta estacionalidad, provocada por los cambios climéaticos
gue se dan en la regién, ocasionando épocas de seca y norte, lo que propician la
escasez de forraje y la baja calidad del poco alimento disponible (Sosa et al., 2000)
lo que ocasiona la disminuciéon en la produccion bovina ya que los pastos no
satisfacen por si solos los requerimientos nutricionales de crecimiento (Betancourt et
al., 2003b; Ibanez et al., 2006).

Betancourt y Caraballo (2005), indican que dicha situacion ha ocasionado en
los sistemas de produccion ganadera, una alta dependencia del alimento
concentrado, estos alimentos son elaborados principalmente con materias primas
importadas, lo que lo hace cada dia mas costoso, y en muchos casos es una practica
no rentable por los niveles de produccién. Por lo que, para mejorar la produccion es
factible establecer estrategias de suplementacion a los animales en pastoreo que
permiten reducir las pérdidas de peso vivo y produccion de leche en las épocas
criticas, especialmente en el periodo poco lluvioso y mantener una mejor tasa de
crecimiento. Por tal motivo cada dia cobra mas importancia el desarrollo de
tecnologias para lograr la elaboracién de alimentos con los recursos naturales
locales (Elias y Herrera, 2008).

Ibafiez et al. (2006), sefiala que debido a esto los productores han optado por
alternativas de suplementacion a base de productos y sub-productos disponibles
ricos en proteinas y nutrientes de alto valor energético, para mejorar la dieta animal
en la region tropical, debido a que resultan mas baratos, entre estas alternativas se
encuentran el uso de la pollinaza. Sin embargo, la pollinaza fresca tiene algunas

desventajas: por su gran contenido de humedad (20% o mas), lo que la convierte en



un factor de riesgo para el medio ambiente y para la salud de los individuos que la
manejan (Castellano y Murguia, 2002).

El reglamento sobre el manejo y control de gallinaza y pollinaza (2001), indica
que los subproductos de aves de corral como el caso de la gallinaza y la pollinaza,
son de sumo interés para el desarrollo sostenible de la agricultura en el proceso de
fertilizacion y recuperacion de suelos; asi como en el uso pecuario como base o
materia prima para la produccion de alimentos para ganado; por lo que en el articulo
9° establece, cuando la gallinaza o pollinaza se utilice en dietas de rumiantes u otros
animales, en el ambiente de crianza animal o en instalaciones de cria de peces, los
tratamientos permitidos seran:

a) Secado mediante proceso térmico.

b) Ensilaje con un pH final inferior a 4.7.

c) Peletizado con una temperatura de proceso superior a 70°C.

d) Otros tratamientos fisicos, quimicos o biologicos aprobados por el

Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y por el Ministerio de Salud

(MS)

Fontenot (1999) sugiere que cuando las excretas se usan como alimento animal,
es necesario procesarlas para destruir los microorganismos patégenos, mejorar sus
caracteristicas y realzar su palatabilidad. Entre los principales tratamientos a que se
han sometido estos desechos, pueden citarse los procesos fermentativos que
ocurren en el ensilaje, compost y otras fermentaciones (Kwak, 1999; Morais et al.,
1999; Tuquia y Tam, 2000; Mitchell et al., 2002). De acuerdo con lo anterior, algunos
investigadores han recurrido al proceso de ensilaje para aprovechar al maximo el
contenido de nutrientes de las excretas, ademas, este método permite la
incorporacion de otros subproductos agroindustriales, como la melaza (Martinez et
al., 2008).

2.2. Contaminacion ambiental
Canziani y Mielinicki (2007), sefialan que en la actualidad la contaminacion
atmosférica por los gases de efecto invernadero (GEI) es la mas relevante a nivel

global, los principales gases componente de la atmosfera son el diéxido de carbono,

4



el metano y 6xido nitroso, los cuales han aumentado debido a la concentracion de las
actividades humana (industriales, agroganadera y de transporte).

Una de las problematicas que presenta la actividad agropecuaria en la zona
del altiplano, es el almacenamiento de excreta, esto se debe a que permanece en
piso y en lugares cerrados durante meses, tiempo suficiente para producir gases y
olores fuertes. EI amoniaco es el mas importante y comdn de los contaminantes
gaseosos. Es un gas alcalino, compuesto por nitrégeno e hidrogeno. Proveniente de
la descomposicion de las excretas de los animales (Tesa, 2005).

Méndez et al. (2009), mencionan que las granjas avicolas producen
subproductos como son las excretas que al ser dispuestos sin control alguno
ocasionan perjuicios al ambiente, estos efectos se pueden clasificar en términos de
la contaminacion del aire, agua y suelo, ademas de propiciar la proliferacion de
vectores y microorganismos patdgenos, todo ello con un impacto negativo en el
medio ambiente (Estrada, 2005). En el aire las emisiones de amoniaco, sulfuros de
hidrogeno, metano y dioxido de carbono producen molestias por los olores
desagradables, siendo ademas precursores de trastornos respiratorios en el hombre
y animales (Pacheco et al., 1997). Los residuos agricolas y ganaderos (amoniaco y
nitrito) son fuente principal de nitrégeno artificial, un exceso de nitrdgeno provoca la
liberacion a la atmosfera de gases nitrogenados que contribuyen al efecto
invernadero y a la lluvia acida, lo que constituye a la acidificacion del suelo y a la
perdida de otros nutrientes como el calcio y el potasio, esenciales para la fertilidad
(Hack-Ten-Broeke et al., 1996; Brandi-Dohrn et al., 1997).

Mayor (2000), indica que la formacion de gases amoniacales ha sido atribuida
a la descomposicion del acido urico presente en las excretas. Coma y Bonet (2004),
mencionan que la cantidad de nitrégeno (N) excretado depende del nivel de proteina
bruta en el pienso, la digestibilidad de esta proteina y valor biologico. La
contaminacioén final al medio ambiente puede ser en forma de emision aérea de
amoniaco (NH3) o bien en forma de contaminacion de aguas por exceso de nitrato
(NO3).



La conversion del N de las heces en amonio (NH3) varia en funcion de la
temperatura, humedad y pH de las excretas y tasa de ventilacién. Se ha demostrado
gue los olores aumentan con el contenido de humedad, de este modo, las excretas
mas humedas tienen mayor degradacion microbiana de &cido Urico excretado por las
aves, lo que trae como consecuencia mayor emision de amonio y generacion de
olores (Leyla et al., 2005; Carey et al., 2004).

2.3. Pollinaza

Valdivié y Ortiz (2003), se refieren a la pollinaza, como la excreta de las aves de
engorda la cual siempre se presenta mezclada con el material que se utiliza en la
cama para los pollos, como el aserrin de madera, cascarilla de arroz o de soya, olote
de maiz molido, etc. La pollinaza es un subproducto nitrogenado no proteinico, cuya
composicion varia debido a varios factores tipo de cama, edad de las aves,
condiciones de ventilacién y temperatura dentro de las naves. El valor proteinico esta
constituido por el acido urico, urea y amoniaco que dan un minimo de 3.0 a un 24%
de proteina total (Ortiz, 2004).

El contenido de nutrimentos de la pollinaza esta influenciado principalmente
por el tipo de material utilizado como cama, el tipo de piso de la galera, la densidad
del ave/m?, la temperatura y humedad ambiental de las unidades de produccién del
sistema de agua y los métodos de limpieza utilizados (Jacob et al., 1997). La
pollinaza tiene una composicion quimica variable y su mayor valor es como fuente de

proteina y minerales, como se indica en la cuadro 1.



Cuadro 1. Composicién quimica y fraccionamiento de la pared celular de la
pollinaza, segun el tipo de cama (% base seca).

Fracciones y Tipo de Cama Promedio
Nutrimento Cascarilla de arroz Viruta de madera Total
Materia Seca 85.5+2.9 80.2+4.7 84.1+4.1
Proteina Cruda 34.9+2.6 30.0+3.0 33.6x3.4
Extracto Etéreo 4.8+1.0 4.4+1.3 4.7+1.1
Ceniza 14.9+0.8 13.4+£1.2 14.5+1.1
Calcio 2.8+0.7 2.1+0.8 2.6£0.8
Fosforo 1.1+0.1 1.1+0.2 1.1+0.1
FND 34.9+3.3 37.914.9 35.7+£3.9
FAD 21.4+£1.7 25.0£5.4 22.4+3.4
Hemicelulosa 13.6£2.6 12.8£3.8 13.4+£2.9
Celulosa 15.0£1.0 17.4+£3.5 15.6+2.2
Lignina 4.1+0.6 6.9+2.1 4.9+1.7
CNE 10.4+£2.3 14.4+2 .4 11.5+£2.9

+ desviacion estandar
FND: Fibra Neutra Detergente
FAD: Fibra Acida Detergente

CNE: Carbohidratos no estructurales

Fuente: Tobia y Vargas (2000).

El tipo de piso influye en el contenido de cenizas de la pollinaza. La cama
utilizada afecta los contenidos de proteina y los niveles de fibra; la densidad de pollos
alojados/m? afecta positivamente el contenido de proteina cruda y cenizas y esta
negativamente correlacionada con el contenido de materia seca (Fontenot et al.,
1996).

2.3.1. La pollinazay el medio ambiente

Piad (2001), menciona que en el &mbito mundial, la avicultura es una de las ramas
de la produccién animal de mayor importancia, porgue contribuye a la satisfaccion de
35 % de las necesidades proteicas de la poblacion. Esto se logra a partir de la

explotacion de dos de sus vertientes basicas: la produccién de carne y huevo.
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Debido a esto, en los dltimos afios, se ha observado un incremento en el consumo
de estos productos, que equivale a un aumento del nimero de aves para satisfacer
las demandas (Garcia et al., 2005). Sin embargo, esto trae como consecuencia la
generacion de abundantes contenidos de residuos, que causan la contaminacién de
suelos y aguas, emitiendo olores desagradables y altas concentraciones de gases,
ademas de propiciar la proliferacion de vectores y microorganismos patégenos, todo
ello con un impacto negativo en el medio ambiente (Estrada, 2005), lo que conducen
a la busqueda de métodos que reduzcan la contaminacién ambiental (Garcia et al.,
2005).

Tesa (2005), sefala que las excretas de aves contienen proteina ingerida y no
absorbida en el tracto intestinal, y en la orina predomina el acido urico, y otros
compuestos nitrogenados provenientes del metabolismo de las proteinas. Indicando
gue la rapida transformacion del Nitrogeno urinario no implica que el Amoniaco sea
liberado al medio ambiente, no obstante la cama tiene una solucidon acuosa y hay un
equilibrio entre la cantidad de amoniaco e iones amonio e iones hidroxilo. La
importancia del equilibrio es que el Amoniaco puede ser sostenido en solucibn como
ion amonio, lo que esta en funcién del pH y de la concentracion de amoniaco en el
aire. Un aumento de temperatura disminuye la solubilidad y se libera el gas, ademas
de aumentar el metabolismo y la reproduccién microbiana.

Debido a esto el manejo de la pollinaza fresca tiene algunas desventajas: por
su gran contenido de humedad (20% o mas), lo que lo hace posible que presente
combustion espontanea en los sitios de almacenamiento (Castellano et. al., 1999);
por su elevado contenido microbiologico (Latala A. et al., 1999) y por propiciar
liberacion de amoniaco (Moore, et al., 1996), convirtiéendolo en un material
contaminante para el medio ambiente y un factor de riesgo para la salud de los
individuo que la manejan.

Por lo que Hyden (2001), sugiere que algunas de estas limitantes pueden ser
solventadas a través de tratamientos fisicos, biolégicos o quimicos que incluyen
secado, peletizado, ensilado, entre otros. Al respecto, los procesos de
fermentaciones, recientemente han demostrado que algunas bacterias,

especialmente del grupo de las bacterias acido lacticas, son capaces de producir
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gran cantidad de &cidos organicos, como el acido lactico, que funciona muy
eficazmente contra Coccidias y cualquier microorganismo patégeno.

2.3.2. Microorganismo patégeno de la pollinaza

Casi todos los animales vertebrados, padecen parésitos protozoarios que producen
la infeccidn conocida como coccidiasis o0 coccidiosis. Miles de especies de coccidios
de los animales herbivoros, omnivoros y carnivoros han sido descritas, y
permanecen muchos mas en el anonimato. Algunos causan enfermedades graves,
mientras que otros son de menor o ninguna importancia clinica (Jolley y Bardsley,
2006).

Marshall (2000), menciona que las excretas de las aves contienen compuestos
organicos e inorganicos, una cantidad variable de humedad y una abundante
poblacién microbiana, principalmente huevos esporulados de coccidias. Estos
huevos son agentes que causan coccidiosis y son organismos unicelulares protozoos
gue se desarrollan dentro de las células intestinales de sus anfitriones animales.
Debido a que sus resultados de desarrollo intracelular en la destruccion de las
células donde se multiplican, todos ellos son considerados parasitos, sean 0 no
causas de enfermedades (Levine, 1985). La coccidiosis es un problema importante
de salud mundial veterinarios en cria intensiva de pollos. Esta, es causada por grupo
de protistas, parasitos del género Eimeria, familia Eimeriidae, el orden Eucoccidiorida
y clase Sporozoasida. Aunque la mayoria de las especies que infectan a los
rumiantes no causan sintomas, se pueden encontrar en un gran numero de analisis
de diagndstico estandar. La distincion entre especies patdégenas y las de menor
importancia clinica, es esencial para diferenciar coccidias de virus, bacterias u otra
enfermedad de causas entéricas (Dougschies y Najdrowski, 2005). Sin embargo, el
riesgo de adquirir parasito del género Eimeria en los rumiantes, es latente al

momento de consumir pollinaza contaminada de esta.

2.3.3. Normas del uso de la pollinaza
El Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), junto con el Ministerio de Salud (MS)
de la Republica de Cuba en el 2003, realizaron un plan de manejo de desechos que

abarca el almacenamiento, tratamiento, transporte y mercadeo de la pollinaza o
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gallinaza y su uso o disposicion final. Decretando que las excretas de aves de
engorda (pollinaza) u otras aves en etapas de cria o desarrollo, solas o mezcladas
con otros materiales se le efectuara procesos fisicos, quimicos o biolégicos o bien
una combinacion de ellos con la finalidad de dar tratamiento a la pollinaza o gallinaza
de tal manera que esta pueda ser posteriormente utilizada como fuente de proteina,
fertilizante, enmienda o mejorador de suelos, como sustrato de cultivos agricolas o
bien se utilice en dietas de animales.

La Ley Federal de Sanidad Animal (LFSA, 2007), en el Capitulo IlI, Articulo 67,
establece los requisitos zoosanitarios que deben observar los interesados en
movilizar mercancias reguladas en el territorio nacional, por lo que las autoridades
estatales o municipales no podran exigir mayores requisitos que los establecidos por
la propia Secretaria. En el Articulo 70, menciona que la Secretaria determinara
mediante disposiciones de sanidad animal, las caracteristicas, requisitos o
especificaciones que deberan reunir los vehiculos y la transportacion de animales
vivos, bienes de origen animal y productos para uso o consumo animal, cuando
impliquen un riesgo zoosanitario 0 en su caso un riesgo de contaminacion de los
bienes de origen animal. La secretaria tendra la capacidad de ordenar modificaciones
0 restricciones al uso o destino de animales, sus productos o subproductos e
insumos de produccion animal, siempre y cuando represente un riesgo de
diseminacion de enfermedades y plagas en una zona o region determinada o en todo

el territorio nacional.

2.4.4. Uso de la pollinaza como alimento proteinico
Leyla et al. (2005), sefialan que los altos niveles de proteina y minerales esenciales
en la nutricion animal junto con sus bajos costos hacen de la pollinaza un recurso
alimenticio atractivo para ser empleado en los sistemas de produccion de rumiantes,
ya que estos tienen la capacidad de sintetizar la proteina a partir del nitrégeno no
proteinico (NNP) y de utilizar los compontes fibrosos presentes en estas (Tobias y
Vargas, 2000).

Este subproducto es rico en proteina, sales minerales y moderadas en fibras.

Aunque su contenido de Proteina Cruda (PC) puede variar de 17% hasta 31% de
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acuerdo al tipo de cama utilizado (Tobias y Vargas, 2000). Sin embargo, su riqgueza
energética es todavia baja, ya que depende del tipo de material fibroso que se haya
utilizado como cama, asi como de su contenido en celulosa, hemicelulosa y lignina,
por lo que se sugiere mezclarlo con otra fuente energética (carbohidratos de facil
disponibilidad), (Calderén y Elias, 2006).

2.3.5. El nitrégeno no proteinico (NNP) y la pollinaza

Church (1988), menciona que el aporte de nitrégeno, es una parte muy importante
dentro de la nutricion de los rumiantes, para la sintesis de proteina microbiana. El
nitrogeno puede ser de origen dietario, del nitrdgeno no proteinico externo o del
nitrogeno de reciclaje enddgeno. La proteina microbiana (PM) formada en el rumen,
pasa hacia el intestino, representando el 70 a 90% de nitrdogeno no amoniacal que
penetra al intestino; la PM, puede verse afectada por la cantidad de energia de ATP
disponible para el crecimiento microbiano. Las fuentes de NNP mas econdmicas, han
sido la urea y el amoniaco (en forma liquida o gaseosa), administrado en forraje de
baja calidad incluyendo algunas sales amoniacales, asi como él de origen enddgeno,
el cual es transferido hacia el rumen a través de la saliva (Meyreles et al., 1982).

Zinn et al. (1996), sefiala que otros elementos claves para el desarrollo
bacteriano son los aminoacidos esenciales. La pollinaza es un subproducto de la
industria avicola, fuente de nitrdgeno amoniacal y acido urico como NNP, la cual
aporta aminoacidos indispensables (arginina, histidina, isoleusina, leucina, metionina,
fenilalanina, triptéfano y valina) o esenciales como la lisina y treonina; pero estos no
pueden ser sintetizado por el animal, ni su poblacion microbiana, por lo tanto debe

ser suministrado en la dieta.

2.4. Melaza

Uno de los principales problemas a nivel mundial en las agroindustrias, es la gran
cantidad de desechos o subproductos, que se obtienen del procesamiento de la
materia prima (Castro et al., 2010), estos residuales y subproductos de la industria
azucarera son relativamente contaminantes, al mismo tiempo que contienen una

gran cantidad de nutrientes organicos e inorganicos que permiten su reciclaje en la
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elaboracion de otros productos como son alimento para ganado, asi como en la
produccién industrial. Uno de los principales residuales de esta industria son las
mieles o melazas, esta es ampliamente utilizada como materia prima para las
fermentaciones tales como la produccién del etanol y acido lactico debido a su
abundancia y precio bajo comparado con otra materias primas disponibles (Bulut et
al., 2004).

Leeson y Summers (2000), se refieren a la melaza como un liquido denso y
viscoso de color oscuro proveniente del subproducto final de la fabricacién o
refinaciéon de la sacarosa de la cafia de azucar. Fajardo y Sarmiento (2007), sefialan
que la composicibn de la melaza es muy heterogénea y puede variar
considerablemente dependiendo de la variedad de cafa de azucar, suelo, clima,
periodo de cultivo, eficiencia de la operacion de la fabrica, sistema de ebullicién de la
azucar, entre otros. Leeson y Summers (2000), mencionan que ademas de la
sacarosa, contiene otros compuestos solubles que normalmente esta presente en el
jugo de cafa (glucosa, fructosa y rafinosa). No obstante, como se presenta en la
Cuadro 2, el producto resultante (melaza final) es todavia muy rico en carbohidratos
de facil fermentacion, muy bajo en nitrégeno, y relativamente alto en cenizas. En
general, la composicion de la miel final varia entre paises y regiones, segun la

tecnologia de extraccion, su eficiencia, la variedad de cafia, y otros (cuadro 2).

Cuadro 2. Composicion de la melaza en diferentes regiones

) Azucares .
Region MS, % PB,% Cenizas % Fuente
Totales, %
Australia 76.4 5.6 65.3 13.6
Caribe 80.0 - 70.9 15.1 Figueroay Ly 1990
América del Norte 78.8 3.2 - 8.1
Latinoamérica 77.2 3.4 62.1 10.3 Figueroa y Ly 1990
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2.4.1. Inclusién de la miel final en la fermentacion de la pollinaza

Ortiz (2004), indica que la pollinaza constituye un excelente recurso en la
suplementacion de rumiantes, determinado por su alto contenido en nitrégeno, sin
embargo, su riqueza energética es todavia baja. Por lo que Calderdn y Elias, 2006,
sugieren mezclarla con otra fuente energética, para lograr una mejor sincronizacion
ruminal y aprovechar la capacidad fermentativa de la microbiota del complejo rumen.
Garantizando, de esta forma la energia necesaria a los microorganismos para utilizar
el amoniaco, generado por la alta degradabilidad del NNP de la pollinaza.

El comité de la Union Ganadera Regional de Jalisco (UGRJ, 2010), sefiala que
debido a esto la melaza puede ser utilizada como aglutinante de la dieta, reduciendo
el polvo y aumentando la palatabilidad de la misma o proporcionada en mayor
cantidad, sirviendo como una de las fuente principales de energia. Por lo que Fajardo
y Sarmiento (2007) y Betancourt et al., (2003a), mencionan que la melaza ha sido
suministrada al ganado de carne y de leche por muchos afos, como aditivo para
incrementar la gustosidad del alimento, y compensar el bajo contenido de azUcares
en los forrajes. En este sentido, estudios realizados han reportado, que cuando la
melaza es suministrada como alimento a novillos de engorde en porcion del 10 %,
éstas suministran una energia neta (EN) relativamente alta. Sin embargo, cuando el
nivel es incrementado a 25 y 40 %, la EN se reduce en casi 100 % (Fajardo y
Sarmiento, 2007).

Por lo que el comité de la UGRJ (2008), recomienda adicionarlo en un 5 -10%
cuando se emplea como aglutinante de la dieta. Aunque se ha experimentado con
inclusiones de melaza que rebasan el 50% de la racion, los resultados al uso de
niveles elevados, confirman que el nivel mas adecuado es cercano al 20% resultando
en mayores ganancias de peso y mejores conversiones alimenticias. Sin embargo,
es posible incluirlo hasta en un 30%, siempre y cuando se contemple un aumento de
la proteina de la dieta. De acuerdo a lo anterior, Calderén (2005) menciona que
mediante el proceso de fermentacion, se mejora el contenido de proteina (proteina
verdadera), lo que contribuye a que gran parte pase a la region baja del tracto

digestivo en los rumiantes.
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2.5. Fermentacion

Ruiz et al. (2007), menciona que la fermentacién es una de las biotecnologias
aplicadas méas antiguas, que existe de manera natural desde el comienzo de la vida
en el planeta y fue empleada de forma artesanal en Asia, Africa y América Central.
Esta se ha utilizado para elaborar y conservar alimentos a partir de cereales, yuca,
entre otros.

La fermentacibn es la transformacibn de wuna sustancia organica
(generalmente un carbohidrato) en otra utilizable mediante un proceso metabdlico
por la accion de las enzimas. Estas enzimas pueden ser producidas por hongos,
bacterias y levaduras, las cuales provocan reacciones de oxidacion-reduccion, con lo
anterior el organismo productor deriva energia suficiente para su metabolismo. Las
fermentaciones pueden ser anaerobicas, si se producen fuera del contacto con el
aire, 0 aerodbica, que solo tiene lugar en presencia de oxigeno (Encarta, 2000).

Mitchell et al., (2002), sefialan que los procesos fermentativos se pueden
dividir en fermentacion liquida sumergida (FLS) y fermentacion en estado solido
(FES). La diferencia mayor entre estos dos procesos bioldgicos, es la cantidad de

liquido libre en el sustrato.

2.5.1 Fermentacion en estado soélido

La fermentacion en estado sélido puede definirse como un proceso en el cual se
desarrollan microorganismos en materiales solidos humedos, por supuesto que
guedan incluidos los materiales naturales o sintéticos que actian sélo como
soportes, y que estan impregnados en una solucién que contiene las sustancias
nutritivas (Julidn y Ramos, 2007).

Pandey et al, (2001) sefialan que las fermentaciones en estado sélido deben
definirse como fermentacion que ocurre en ausencia 0 casi en ausencia de agua
libre, empleando un sustrato natural usando un material inerte como soporte sélido.

En los ultimos afios, la FLS y FES han mostrado ser prometedoras en el
desarrollo de algunos bioprocesos y productos, estos se han empleado exitosamente
para la produccion de enzimas, probioticos, proteina unicelular, aditivos antibioticos y

metabolitos secundarios, ademas, permiten mejorar la composicion quimica de
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algunos productos y subproductos agricolas y obtener nuevas opciones para la
alimentacién animal (Sancho, 2004). Lo cual permiten mejorar la composicion
quimica de algunos productos agricolas y obtener nuevas opciones para la
alimentacién animal. La fermentacion puede incrementar los niveles proteicos,
mejorar el balance de aminoacidos y la digestibilidad de las materias primas
empleadas (Pedraza et al., 1995; FAO, 1998).

2.5.2. Factores que influyen en la fermentacion en estado sélido.
Robinson et al. (2001), mencionan que la FES se ha empleado, exitosamente, para
la produccion de enzimas y metabolitos secundarios. Muchos de estos metabolitos
secundarios se producen, aun, en FLS; sin embargo, cuando la produccién se
incrementa a gran escala, también se aumentan los costos y la demanda energética.
Uno de los criterios de mayor importancia para el éxito en los procesos de FES, es la
seleccion de la cepa y el sustrato conveniente. Otros factores importantes para el
crecimiento microbiano en un sustrato en particular son: la fuente de carbon y la
relacion carbon/nitrogeno, temperatura, humedad y actividad del agua, pH, aeracion,
agitacion y el tamafo de particulas (Pandey et al., 2001).

2.5.2.1. Fuente de carbon y la relacién carbdn/nitrégeno: El tipo, carbdn
natural y nitrogeno, son los factores de mayor importancia. La fuente de carbon
representa la fuente de energia que puede estar disponible para el crecimiento de los
microorganismos y puede ser un monosacarido simple o un polisacarido complejo.
La seleccion de la fuente de carbon estd en funcion de los microorganismos a
emplear y el producto a obtener. El nitrégeno es un factor importante que determina
el crecimiento de los microorganismos y desempefia un importante papel en el
cambio de pH en el sustrato durante la fermentacion.

2.5.2.2. Temperatura. La temperatura se eleva debido a las caracteristicas
exotérmicas de los procesos de fermentacién y es uno de los indicadores mas dificil
de controlar. Muchos de los microorganismos usados en la FES son mesofilos y su
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 20 y 40 °C y un maximo inferior a 50
°C. (Mitchell et al., 2002).
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2.5.2.3. Humedad y actividad del agua. La actividad del agua del medio se
considera como un indicador fundamental para la transferencia de masa, de agua y
los solutos, a través de la membrana celular (Anupama y Ravindra, 2001). Altos
tenores de humedad pueden desplazar los gases del espacio entre las particulas y
causar aglomeracion y dificultar el intercambio gaseoso entre las particulas. Por otro
lado, altos valores de humedad pueden hinchar el sustrato, lo cual incrementa la
porosidad y esto favorece la difusion y accion de las enzimas, y mejora la
penetracion micelial (Mitchell et al., 2002). En general, se ha establecido que en el
caso de las bacterias, la humedad de la matriz sélida puede ser mayor de 70%.

2.5.2.4. pH. Cada microorganismo posee un rango de pH éptimo para crecer.
El crecimiento microbiano puede causar un cambio en el pH del sustrato, debido a la
produccion de acido por la oxidacion incompleta del sustrato o cuando el ibn amonio
es atrapado como amoniaco, por lo cual libera un proton al medio, causando una
rapida disminucion del pH. Por otro lado, la liberacion de amonio por la deaminacion
de la urea u otras aminas puede incrementar el pH. La magnitud del cambio de pH,
dependera de la actividad metabodlica de los microorganismos y de la capacidad
amortiguadora del sustrato (Mitchell et al., 2002).

De manera general, se ha observado que el crecimiento de los hongos tiene
un rango de pH entre 3.5 y 6, y el de las bacterias ligeramente mayor que los
hongos. Sin embargo, esto no es una regla, ya que algunos Lactobacillus y otras
bacterias, pueden crecer a pH 2 (Pandey et al., 2001).

2.5.2.5. Aeracion y agitacion. Estos procesos influyen en dos aspectos
fundamentales: la demanda de oxigeno en los procesos aerobicos y el transporte de
masa y calor, fendmenos caracteristicos de estos sistemas.

2.5.2.6. Tamafo de particulas. Generalmente, un sustrato de pequefio
tamafio de particulas puede proporcionar mayor superficie para el ataque
microbiano, y esto seria considerado como un factor deseable. Sin embargo, el
tamafo de particulas muy pequefio, provocaria que el sustrato se aglomere y puede
interferir con la respiracion/aeracion microbiana, dando por resultado un pobre

crecimiento. EI mayor tamafio de particulas proporciona mejor eficiencia de
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respiracion/aireacion, debido al incremento del espacio entre las particulas, pero
limita la superficie de ataque microbiano (Pandey et al., 2001).

2.5.3. Ventajas de los alimentos fermentados en estado sélido

Rodriguez et al. (2001a), sefialan que las fermentaciones en estado solido han sido
utilizadas ampliamente en el reciclaje de materiales voluminosos a través de
tecnologias sencillas, con la que se logran incrementar los valores proteinicos,
mejorando el balance de aminoacidos y la digestibilidad de las materias primas
empleadas. Por lo que tomando como base estos estudios realizados y teniendo en
cuenta que los procesos de enriquecimiento proteinicos por fermentacion en estado
soélido son mas lento, que los que ocurre en estado liquidos.

Calderon et al. (2005) determinaron las variaciones en el tiempo de
fermentacion de los indicadores quimicos y fermentativos de la pollinaza de cascarilla
de café, encontrando que los valores de pH disminuyeron en el tiempo de
fermentacion, lo cual mostro que las principales variaciones del pH dependen mas de
la concentraciones de NH3 que de la produccion de la concentraciones de AGV,

influenciado principalmente por el crecimiento de los lactobacilos.

2.6. Vitafert
El vitafert, es un producto biolégico de color oscuro, olor agradable, obtenido como
resultado de la fermentacion en estado liquido, compuesto de bacterias lacticas y
levaduras capaces de producir cantidades apreciables de acidos organicos de
cadena corta como lactico, acético, propidnico, succinico y piravico, vitaminas y
enzimas. El Vitafert es un activador de la fermentacion que estimula la produccion de
acidos organicos, disminuye el pH, incrementa y estabiliza la proteina, aumenta la
digestibilidad de la materia seca y disminuye las fracciones de la pared celular de las
materias alimentarias que se someten a su accion (Elias y Herrera, 2008).

Geros et al. (2000), sefialan que a pH bajo, el &cido acético y acido lactico son
acidos débiles y se encuentra principalmente en forma no disociada y puede entrar a
la célula microbiana por difusién pasiva; en el citoplasma se disocia debido al pH

mas neutro y se liberan los protones, bajando el pH del citoplasma, lo cual interfiere
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con algunos senderos metabdlicos (Roe et al., 2002; Hazan et al., 2004), asi como
en el transporte de nutrientes e iones, cambio en la estructura de la membrana, en
los acidos grasos y composicion de los fosfolipidos, y en la sintesis de proteina
(Sikkema et al., 1995).

Pandey et al., (2001), indican que cada microorganismo posee un rango de pH
en el que puede vivir adecuadamente, con el 6ptimo dentro de ese rango, y el pH
desfavorable influye en el funcionamiento de las enzimas y en el transporte de
nutrientes al interior de la célula. La disminucion del pH del medio que producen
ciertos microorganismos, les confiere una ventaja selectiva frente a otros
microorganismos competidores. Las bacterias lacticas, que producen grandes
cantidades de acido lactico como consecuencia de su metabolismo primario, reducen
el pH del sistema a valores inferiores a los soportables por otras bacterias
competidoras; de esa forma, las bacterias competidoras mueren y las lacticas se

convierten en la poblacion dominante (Jay, 1994).

lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacién geografica del area de estudio

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Ciencia Animal del Colegio de
Postgraduados, Campus Tabasco ubicado en el km 3.5 periférico Carlos A. Molina
s/n, Carretera Cardenas — Huimanguillo en la region de la Chontalpa en el Municipio

de Cardenas, Tabasco (Figura 1).
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Figura 1. Macro y micro localizacién del area de estudio.
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El campus esta situado a 18° 00" latitud Norte y 93° 30" de longitud Oeste, con
una altura de 9 msnm. El clima de la regién es de tipo Am (f) w (i) y de acuerdo a la
clasificacion de Koppen, modificado por (Garcia, 1988). La precipitacion promedio
anual es de 2163 mm y la temperatura media anual es de 25.9 °C. La humedad
relativa promedio es de 80% con una maxima de 90% y una minima de 65%
(Najera., 1990).

3.2. Tratamientos estudiados

Se estudiaron 3 niveles de Vitafert (0, 5.5y 11.0 % BS) y 3 niveles de melaza (8, 16 y
24 % BS) en un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3 por 3 formando
9 tratamientos (cuadro 3) con 3 repeticiones por tratamientos. La variable de

respuesta estudiada fue incremento en Y (Y=24 h -0 h).

Cuadro 3. Tratamientos estudiados

Factor A Factor B .
Nivel de Vitafert. Nivel de Melaza. Tratamientos (T)
8% T1
0% 16% T2
24% T3
8% T4
5.5% 16% 5
24% T6
8% T7
11.0% 16% T8
24% T9

Para el analisis estadistico de la media de los datos se aplico la prueba de Tukey
(1983) y el procesamiento de los datos se realiz6 mediante el software R (2009),

para lo cual se utilizé el modelo siguiente:

Yijk=HK + Ai+ Bj+ ABjj+Eijk
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Dénde:

Ai=Efecto del i-ésimo nivel del factor A (Vitafert)

B,=Efecto del j-ésimo nivel del factor B (melaza)

ABj=Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor Ay el j-ésimo nivel del factor
en su repeticion k.

Yijk= variable respuesta de la k-esima repeticion con el i-ésimo nivel de A, el j-ésimo
nivel de By la repeticion k-ésima.

p=Media general

g;=Error aleatorio

3.3. Procedimiento experimental

Se mezclé la pollinaza de forma homogénea con los ingredientes segun los
tratamientos de acuerdo al cuadro 4, que se corresponde con los tratamientos
planteados BS (cuadro 5). Se utlizaron 1000 g de muestra como unidad
experimental agregando agua a los tratamientos con menor contenido de Vitafert y
sin Vitafert para que todos tuvieran el mismo porcentaje de humedad inicial.
Después de mezclar los 1000 g de muestra, se tom6 100 g aproximadamente para
los analisis bromatolégicos, fermentativos y microbioldgicos (hora 0). El resto de la
muestra (900 g aproximadamente) se extendié en charolas de plastico con un grosor
de capa de 3 cm para permitir aireacion (fermentacion aerdbica) durante la 24 h de
fermentacion. Después de las 24 h de fermentacion, se procedié a tomar alicuotas

para determinar los parametros bromatolégicos, fermentativos y microbiologicos.
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Cuadro 4. Porcentaje de pollinaza, Vitafert y melaza en los tratamientos
estudiados (base humedo).

Nivel de Vitafert (%)

_ 0 55 11.0

Ingredientes

Nivel de Melaza (%) Nivel de Melaza (%)  Nivel de Melaza (%)

8 16 24 8 16 24 8 16 24

Pollinaza 90.00 80.00 70.00 69.23 61.54 53.85 56.25 50.00 43.75

Melaza 10.00 20.00 30.00 7.69 15.38 23.08 6.25 1250 18.75

Vitafert 0.00 0.00 0.00 23.08 23.08 23.08 37.50 37.50 37.50

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

Cuadro 5. Porcentaje de pollinaza, Vitafert, y Melaza en los tratamientos

estudiados (base seco).

Nivel de Vitafert (%)

_ 0 55 11.0

Ingredientes : :

Nivel de Melaza (%) Nivel de Melaza (%)  Nivel de Melaza (%)

8 16 24 8 16 24 8 16 24

Pollinaza 9152 82.73 73.68 86.26 77.92 69.31 81.57 73.61 65.42

Melaza 8.47 17.24 26.32 7.98 16.23 24.75 7.55 15.34 23.36

Vitafert 0.00 0.00 0.00 5,75 5.84 594 10.88 11.04 11.21

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

3.3.1. Preparacion del Vitafert

En base a los porcentajes de los ingredientes del Vitafert (cuadro 6) se prepararon 25
L del in6culo en tres cubetas de plastico. Se mezclaron los ingredientes soélidos
(pasta de soya, pulido de arroz, sales minerales, sulfato de amonio y urea) después
se le adiciond la melaza, el agua y el yogurt natural como indculo de lactobacilos, se
agito seis veces durante 5 minutos, cada 2 horas, y se dejo fermentar en estado
liquido durante 48 horas. Para adicionarlo al alimento y mezclarlo de acuerdo a los

tratamientos del experimento.
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Cuadro 6. Ingredientes del Vitafert (%)

Ingredientes %
Pasta de Soya 4.0
Pulido de Arroz 4.0
Sales Minerales 0.5
Sal Urea 0.4
Sulfato de Amonio 0.3
Melaza 15.0
Agua 75.8
Total 100.0

Nota: Se le agreg6 el 5% de yogurt natural marca yoplait al inicio como inoculo.

3.4. Determinacion de parametros fermentativos

3.4.1. pH

Se pesaron 5 g de la muestra (0 y 24 h) y se depositaron en un matraz Erlenmeyer
de 250 ml que contenia 45 ml de agua destilada y se procedi6 a agitarlo durante 15
minutos con un equipo Griffin Flash Shaker. Posteriormente se filtré con gasa estéril
recolectando la muestra en un vaso de precipitado de 50 ml, inmediatamente se

midio el pH con un potenciémetro portatil marca WPA (Conway, 1957).

3.4.2. Amoniaco

Se utilizé la técnica descrita por McCulloough (1967). Del liquido filtrado se tomaron
5 ml y se diluyeron en 5 ml de acido clorhidrico valorado (0.14 N) y posteriormente se
afor6 con 15 ml de agua destilada, la muestra se guardé durante 2 meses en
refrigeracion a temperatura -4°C para su analisis posterior en un Espectrofotémetro de
luz ultravioleta visible CARY 1-E VARIAN.

3.4.3. Acido lactico
Para su determinacion se utilizé la técnica descrita por SIGMA, (1990). Para preparar

la muestra, se tomomaron 8 ml de la muestra liquida y se le adicionaron 2 ml de
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acido metafosférico al 25 % y se guardaron en refrigeracion a temperatura -4°C, para

analisis posterior.

3.5. Determinacion de parametros bromatoldgicos

3.5.1. Materia Seca (MS)

Para determinacion de materia seca (MS) se pesaron 95 g de muestra en bolsas de
papel de 1 kg de capacidad y se colocaron en una estufa a una temperatura de 60° C
por 6 dias. Posteriormente, se molié en un molino de martillo marca CULATII, con
criba de 1 mm, para analisis bromatoldgicos. Para obtener el porcentaje de MS,
primero se obtuvo el porcentaje de humedad (AOAC, 1980).

3.5.2. Cenizas

Considerando cuando una muestra se somete a una temperatura entre 550 y 600 °C
en una mufla, toda la materia organica se quema. De esta manera se determina la
materia inorganica, o cenizas (AOAC, 1980), ya que esta no se volatiliza a estas

temperaturas por lo que queda como residuo.

3.5.3. Materia organica

Se obtiene restando el 100 % de muestra al resultado del porcentaje de ceniza.

3.5.4. Proteina cruda (PC)

Se determindé mediante el método de Micro-Kjeldahl descrita segun AOAC (1995),
siguiendo el fundamento en el cual la determinacion de proteina cruda, consiste en
la conversion de proteina — nitrégeno a sulfato acido de amonio durante la digestion
de la materia organica con acido sulfarico y calor en la presencia de un catalizador;
una vez que la materia organica se ha desintegrado completamente, se neutraliza
con hidréxido de sodio, liberandose amoniaco el cual es destilado por arrastre con
vapor dentro de una solucién de acido bdrico, para formar un complejo boro-
amoniaco (tetraborato de amonio). La cuantificacién del nitrégeno se logra cuando
una solucion previamente valorado de &cido clorhidrico al 0.1 N, se afiade a la

solucion, formando por cada equivalente de boro-amoniaco, un equivalente del
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sulfato-amoniaco (sulfato de amonio), en donde 1ml de &cido estandarizado
neutraliza 0.014 g de nitrégeno en forma de ion amonio.

3.5.5. Nitrégeno no proteinico (NNP x 6.25) y proteina verdadera (PV)
Se determind mediante la técnica descrita por Bernstein (1983), para lo cual se utilizd
el mismo equipo y reactivos mencionados en la metodologia anterior, excepto el

acidotricloro- acético.

3.5.6. Fibra detergente neutro (FDN)

Para la determinacion de la fraccion fibrosa se utilizé la técnica descrita por Van
Soest et al. (1991), Siguiendo el fundamento en el cual este método del detergente
neutro para constituyentes de paredes celulares es un método rapido para
determinar la fibra total en alimentos de origen vegetal, divide la materia seca de los
alimentos muy cerca al punto que separa los constituyentes solubles vy
nutricionalmente disponibles (98%), de aquellos que son aprovechables de manera

incompleta y dependen de la fermentacién microbiana.

3.5.7. Fibra detergente acido (FDA)
Para la determinacidon de la fibra detergente acido se utilizé la técnica descrita por
Van Soest et al. (1991).

3.5.8. Hemicelulosa y contenido celular
Se determina hemicelulosa por diferencia, restando la fibra detergente neutra de la
fibra detergente acida y el calculo para determinar contenido celular, es restando el

100 % de muestra a la fibra detergente neutra.

3.6. Determinaciéon de pardmetros microbiolégicos
3.6.1. Cuenta viable por dilucién seriada

En placa del Agar Man, rogosa y Sharpe (MRS), se utiliz6 para lactobacilos y Agar Cuenta

estandar (ACS) para cuenta aerdbicas. Las colonias blanco perla en MRS, se identificaron
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como lactobacilos, mientras las colonias amarillo marron de ACS, se identifico como
bacterias aerdbicas.

El método de cuenta viable por dilucion seriada (Zuberer, 1998) consiste, en
resuspender 10 g de muestra, extraida de los silos previamente destapado del alimento de
acuerdo al tiempo de fermentacion (Cuadro 4) en 90 mL de Phosphate-Buffered Saline
(PBS), se agito durante 15 minuto, de esta dilucién se tomo 1 mL y se adiciono a un tubo de
dilucion que contiene 9 mL de PBS (10™), nuevamente se agito por unos segundos y se
repiti6 el proceso hasta que se obtuvieron diluciones de 107°. Posteriormente de las
diluciones 107®, 10° y 10™ por triplicado, se tomo una alicuota de 0.1 mL y se vertié sobre
los medios de cultivos especificos para cada tipo de bacterias ya antes mencionada.

El cultivo para lactobacilos se incubo a 28° C, a las 24 h de incubacion se contaron
las unidades formadoras de colonias (UFC); el cultivo para cuenta aerébicas se incubo a 36°
C, alas 72 h de incubacién se contaron las unidades formadoras de colonias. El conteo se
realiz6 de manera manual y visual, para esto en cada caja petri se observé a contra luz las
colonias de bacterias, colocando una marca en el lugar de cada colonia (Madigan et al.,
2004).

3.6.2. Método rapido de Mc Master
Cada muestra se trato con el método r4pido de Mc Master (Haug et al., 2005) de la
siguiente manera:

Dicromato de potasio al 2%: Se utilizaron 5 g de dicromato de potasio en un matrax
volumétrico de 250 mL, se aforo con agua destilada.

Se preparo cloruro de sodio saturado, agregando 36 g de cloruro de sodio saturado
(sal) y 100 ml de agua destilada. Se utilizé tubo de centrifugacion de 50 mL por cada
tratamiento, se agrego 3 mL de dicromato de potasio y se adiciono un mL de cada
tratamiento en cada tubo de centrifugacién y el dicromato de potasio prevendra la
degradacién de bacteria de ococcitos durante el tiempo que se realice la lectura de los
tratamientos.

Los tratamientos pre-tratados fueron mezclados completamente usando un vortex
para asegurar una suspension uniforme y el cloruro de sodio saturado se agrego a cada tubo
para dar un contenido total de 30 mL. Las dos camara de Mc Master se llenaron con las
muestras previamente tratadas en donde todos los ococcitos bajos las celdillas de cada

camara se contaron y el numero de las madias de ococcitos por cAmara se calculo.
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V. RESULTADOS

Efecto de los niveles de Vitafert y melaza en la pollinaza fermentada en forma
aerdbica

4.1.1 parametros bromatologicos.

En relacién a la MS se encontré interaccion (P<0.001) para esta variable. EI mayor
incremento de MS se encontré con 0 % de Vitafert y 8 % de Melaza, sin embargo,
con los tratamientos 11 % de Vitafert y 16 % de melaza, 5.5 % de Vitafert y 24 % de
melaza y 11 % de Vitafert y 24 % de melaza hubo menor incremento en esta
variable, sin diferencia entre 11 % de Vitaferty 16 % melaza y 5.5 % de Vitaferty 24
% de melaza, este ultimo es diferente (P<0.001) al tratamiento 11 % de Vitaferty 24
% de melaza (cuadro 7).

Referente a Ceniza se encontrg interaccion (P<0.05). El mayor incremento de
Ceniza se encontro con 11 % de Vitafert y 24 % de Melaza y 11 % de Vitaferty 8 %
de Melaza con diferencias entre ellos, sin embargo, con los tratamientos 0 % de
Vitafert y 24 % de melaza, 0 % de Vitafert y 16 % de melazay 5.5 % de Vitafert y 8 %
de melaza hubo menor incremento en esta variable, sin diferencia entre 11 % de
Vitafert y 16 % de melaza y 5.5 % de Vitafert y 8 % de melaza, este ultimo es
diferente (P<0.05) al tratamiento 0 % de Vitafert y 24 % de melaza (cuadro 8).

Con relacion a Materia Organica se encontro interaccion (P<0.05) para esta
variable. El mayor contenido de MO se encontré con 0 % de Vitafert y 24 % de
Melaza, 0 % de Vitafert y 16 % de Melaza y 5.5 % de Vitafert y 8 % de Melaza sin
diferencias entre 0 % de Vitafert y 24 % de Melaza y 0 % de Vitafert y 16 % de
Melaza, este ultimo es diferente (P<0.05) al tratamiento 5.5 % de Vitafert y 8 % de
melaza, sin embargo, con los tratamientos 11 % de Vitafert y 24 % de melaza y 11 %
de Vitafert y 8 % de melaza hubo menor contenido, con diferencia entre ellos (cuadro
9).

En relacion al Contenido Celular se encontré interaccion (P<0.001). EI mayor
incremento de Contenido Celular se encontré con 11 % de Vitaferty 16 % de Melaza,
sin embargo, con el tratamiento 0 % de Vitafert y 8 % de melaza hubo menor

incremento (cuadro 10).
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Cuadro 7. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Materia

Seca de la pollinaza fermentada en estado sélido

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas ) _
Vitafert, % Melaza, % Materia Seca, % Materia Seca, % Diferencias

0 8 53.68' 60.882 7.20°
5.5 8 55.74° 59.77° 4.03°
11 8 55.97° 57.01° 1.04°

0 16 55.61° 61.312 5.70°
5.5 16 56.51" 57.25° 0.74¢
11 16 54.87° 53.12° -1.75%

0 24 55.74% 61.262 5.52°
5.5 24 56.63" 54.93¢ -1.70°
11 24 56.982 54.71¢ -2.27"

EE+0.033** EE+0.050%** EE + 0.042%

AT\ edias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

*** P<0.001

Cuadro 8. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Cenizas de

la pollinaza fermentada en estado solido

Nivel de Vitafert, Nivel de Melaza, 0 Horas 24 Horas ) ,
% % Cenizas, % Cenizas, % Diferencias
0 8 17.72% 18.15? 0.43%
5.5 8 17.842 16.92" -0.93%
11 8 15.67% 17.88% 2.21%
0 16 17.29% 16.20% -1.09%
5.5 16 16.24" 16.55% 0.30°
11 16 16.66%° 17.78% 1.12"
0 24 16.94%° 15.58¢ -1.36°
5.5 24 15.66° 17.05%° 1.40"°
11 24 14.62° 17.96% 3.33?

EE+0.175* EE+0.128* EE + 0.140*

3% Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

* P<0.05
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Cuadro 9. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Materia

Orgéanica de la pollinaza fermentada en estado sélido

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas . _
Vitafert, % Melaza, % Materia Organica, % Materia Organica, % Diferencias

0 8 82.28% 81.85° -0.43"
5.5 8 82.16° 83.08" 0.93%
11 8 84.33% 82.12° -2.21%

0 16 82.71% 83.80% 1.09%
5.5 16 83.76" 83.45% -0.30%°
11 16 83.34" 82.22% -1.12%

0 24 83.06"¢ 84.422 1.36°
5.5 24 84.34% 82.95" -1.40%
11 24 85.382 82.04% -3.33°

EE+0.175* EE+0.128* EE + 0.140*

A% Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

* P<0.05

Cuadro 10. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido Celular de la

pollinaza fermentada en estado solido

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas . ,
Vitafert, % Melaza, % Contenido Celular, % Contenido Celular, % Diferencias
0 8 49.422 41.38' -8.04¢
5.5 8 42.77° 42.33° -0.44°
11 8 43.58° 46.60° 3.02°
0 16 45.03" 40.469 -4.57¢
5.5 16 43.67° 43.92¢ 0.25°
11 16 39.73° 48.922 9.19?
0 24 43.06° 37.52" -5.54'
5.5 24 43.73° 42.13° -1.60¢
11 24 42.82° 45.70° 2.87°
EE+0.092%*+ EE+0.067* EE+0.070%**

“A® Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)
*** P<0.001

28



Referente a Fibra Detergente Neutra encontré interaccion (P<0.001) para esta
variable. EI mayor incremento en FDN se encontré con 0 % de Vitafert y 8 % de
Melaza, sin embargo, con el tratamiento 11 % de Vitafert y 16 % de melaza hubo
menor incremento en esta variable (cuadro 11).

Con respecto a la Hemicelulosa se encontré interaccion (P<0.001). El mayor
incremento se encontrd con 0% de Vitafert y 8% de melaza, sin embargo, con los
tratamientos 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza, 5.5 % de Vitafert y 16 % de melaza
y 11 % de Vitafert y 8 % de melaza hubo menor incremento en esta variable, sin
diferencia entre 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza y 5.5 % de Vitafert y 16 % de
melaza este ultimo es diferente (P<0.001) al tratamiento 11 % de Vitafert y 8 % de
melaza (cuadro 12)

Con relacion a la FDA encontro interaccion (P<0.001). El mayor incremento se
encontré6 con 0 y 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza, sin embargo, con los
tratamientos 0% de Vitaferty 8 % de melaza, 11 % de Vitaferty 24 % de melazay 11
% de Vitafert y 16 % de melaza hubo menor incremento en esta variable, sin
diferencia entre 0% de Vitafert y 8 % de melaza, 11 % de Vitafert y 24 % de melaza
estos son diferentes (P<0.001) al tratamiento 11 % de Vitafert y 16 % de melaza
(cuadro 13)

Con respecto al contenido de PC se encontré interaccion (P<0.001). EI mayor
incremento en esta variable se encontr6 con 5.5y 11 % de Vitafert y 24 % de
melaza, sin diferencias entre ellos. Sin embargo, con los tratamientos 0% de Vitafert
y 8 % de malaza y 0% de Vitafert y 24 % de malaza hubo menor incremento en esta
variable (cuadro 14).

En relacion al NNP * 6.25 encontro interaccion (P<0.01). EI mayor incremento
en el NNP * 6.25 se encontré con 11 % de Vitafert y 8 % de Melaza, sin embargo,
con los tratamientos 0 y 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza y 0 % de Vitaferty 16 %
de melaza hubo menor incremento en esta variable, sin diferencia entre 0 y 5.5 % de
Vitafert y 24 % melaza, estos son diferente (P<0.001) al tratamiento 0% de Vitafert y

16 % de melaza (cuadro 15)

29



Cuadro 11. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Fibra

Detergente Neutra de la pollinaza fermentada en estado sdlido

Nivel de Nivel de 0 Horas Fibra 24 Horas Fibra . .
Vitafert, % Melaza, % Detergente Neutra, % Detergente Neutra, % Diferencias

0 8 50.58° 58.62° 8.042

5.5 8 57.23° 57.67¢ 0.44°

11 8 56.42"° 53.409 -3.02'

0 16 54.97° 59.54° 4.57°

5.5 16 56.33° 56.08° -0.25°

11 16 60.272 51.08" -9.19¢

0 24 56.94"° 62.482 5.54°

5.5 24 56.27° 57.87¢ 1.60°

11 24 57.18° 54.30 -2.87"
EE+0.092*** EE+0.067** EE + 0.070%**

~apcderg

Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)
*+* P<0,001

Cuadro 12. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de

Hemicelulosa de la pollinaza fermentada en estado sélido

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas Diferencia
Vitafert, % Melaza, % Hemicelulosa, % Hemicelulosa, %
0 8 34.45" 43.229 8.77%
55 8 45.12f 42.979 -2.15%
11 8 46.01° 42.67° -3.34'
0 16 42539 45.37¢ 2.83°
5.5 16 47.18¢ 44.75° -2.43°
11 16 48.02° 43.84' -4.179
0 24 49.68° 51.202 1.52¢
5.5 24 51.072 48.29° 2.77%
11 24 51.432 49.86"° -1.56¢
EE + 0.072%* EE + 0.063*** EE + 0.092%*

3T \ledias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

*** P<0.001
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Cuadro 13. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Fibra
Detergente Acida de la pollinaza fermentada en estado sélido

N_ivel de Nivel de 0 Horas Fik_)ra 24 Horas Fi.bra Diferencia
Vitafert, % Melaza, % Detergente Acida, % Detergente Acida, %
0 8 16.12° 15.39? -0.72°
5.5 8 12.10° 14.69° 2.59°
11 8 10.40° 10.72° 0.32¢
0 16 9.14° 14.16° 1.73°
5.5 16 16.73° 11.32¢° 2.18"
11 16 12.24° 7.239 -5.01'
0 24 7.25° 11.27¢ 4.012
5.5 24 5.19 9.57' 4.372
11 24 5.74 4.43" -1.30°
EE + 0.062*** EE + 0.054% EE+ 0.076***

Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)
*+* P<0,001

Cuadro 14. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Proteina

Cruda de la pollinaza fermentada en estado soélido

Nivel de Nivel de 0 Horas Proteina 24 Horas Proteina Diferencia
Vitafert, % Melaza, % Cruda, % Cruda, %

0 8 32.29% 30.13¢ -2.16'
5.5 8 30.48° 30.66° 0.18¢
11 8 30.77° 30.59"° -0.18¢

0 16 26.64° 27.93° 1.29°
5.5 16 27.88° 30.19 2.31°
11 16 28.25° 30.95% 2.70°

0 24 26.97° 25.91' -1.06°
5.5 24 26.07° 30.05° 3.97°
11 24 26.74° 31.08? 4.347

EE + 0.041%** EE + 0.046%* EE+ 0.051%**

T\ edias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

*** P<0.001
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Cuadro 15. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Nitrégeno
No Proteinico * 6.25 de la pollinaza fermentada en estado sdlido

_ _ 0 Horas Nitrégeno 24 Horas
Nivel de Nivel de o _ . )
Vitafert. % Melaza. % No Proteinico Nitrogeno No Diferencia
’ ’ *6.25, % Proteinico *6.25, %
0 8 12.22% 11.12% -1.09%
55 8 11.33% 10.56% -0.77%
11 8 11.80° 12.592 0.79%
0 16 11.47° 10.18° -1.29°
55 16 11.15¢ 10.79% -0.36"°
11 16 11.33¢ 11.24° -0.08°
0 24 10.89° 8.89¢ -1.99'
5.5 24 11.42° 9.59 -1.82
11 24 10.82° 10.52¢% -0.30°
EE + 0.028*** EE + 0.044*** EE + 0.049**

“®Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980)

***P<0.001, ** P<0.01

Con relacidon a la PV se encontro interaccion (P<0.001). EI mayor incremento para
esta variable se encontré con 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza, sin embargo, con
los tratamientos 0 % de Vitaferty 8 % de melazay 11 % de Vitafert y 8 % de melaza

hubo menor incremento en esta variable (cuadro 16)

4.1.2. Parametros Fermentativos

En relacion a los contenidos de Amoniaco se encontré interaccion (P<0.001). El
mayor contenido de Amoniaco se encontré con 11 % de Vitafert y 8 % de Melaza y
11 % de Vitafert y 16 % de melaza, sin embargo en los tratamientos con 0% de
Vitafert y 8 % de melaza hubo el menor contenido de amoniaco este diferente a los

demas tratamientos estudiados ( cuadro 17).
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Cuadro 16. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Proteina

Verdadera de la pollinaza fermentada en estado solido

Nivel de Nivel de 0 Horas Proteina 24 Horas Proteina

Vitafert, % Melaza, % Verdadera, % Verdadera, % Diferencia
0 8 20.06° 18.72° -1.34'
5.5 8 19.21° 20.10° 0.88°
11 8 19.16° 18.37° -0.78°
0 16 15.17" 17.74" 2.57°
5.5 16 16.73° 19.40° 2.66°
11 16 17.11° 19.71° 2.59°
0 24 16.08° 17.01° 0.92¢
5.5 24 14.659 20.45% 5.80°
11 24 15.92° 20.56° 4.63°
EE + 0.040%* EE + 0.046%** EE + 0.055***
“@® Medias con diferentes superindice en la misma difieren a P<0.05 (Tukey 1980)
*** P<0.001

Cuadro 17. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Amoniaco

de la pollinaza fermentada en estado sélido.

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas Diferencia
Vitafert, % Melaza, % NH3, % NH3, %

0 8 4.06' 6.48" 2.42°
5.5 8 8.42¢ 14.37° 5.95%
11 8 9.17¢ 14.43° 5.26°

0 16 10.68% 7.939 -2.759
5.5 16 7.89° 13.05° 5.16
11 16 10.29° 15.242 4.95°

0 24 10.83% 8.22' -2.619
5.5 24 10.06" 10.31° 0.26'
11 24 8.52¢ 12.68° 4.17¢

EE £0.027***  EE +0.019*** EE+0.02***

30 \edias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980).

*** P<0.001
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Se encontrd interaccidn significativa de (P<0.001) en los contenidos de Ac.
Lactico. El tratamiento con 11 % de Vitafert y 16 % de melaza 'y 11 % Vitaferty 24 %
de melaza mostraron el mayor contenido de Ac. Lactico, sin embargo los
tratamientos 0 % de Vitafert y 16 % de melaza, y 0 % de Vitafert y 24 % de melaza
se encontraron los contenidos mas bajos de Ac. Lactico estos son similares entre si
pero diferentes al tratamiento 5.5 % de Vitaferty 16 % de melaza (cuadro 18)

En relacién al pH el mas bajo se obtuvo en los tratamientos con 11 % de
Vitafert y 24 % de melaza, 5.5 % de Vitafert y 24 % de melaza sin embargo son
diferentes entre si con una probabilidad significativa de (P<0.001) mientras que el
tratamiento con 11 % de Vitafert y 8 % de melaza mostro el pH mas alto a las 24

horas (cuadro 19)

Cuadro 18. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el contenido de Acido

Lactico de la pollinaza fermentada en estado solido.

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas

Diferencia
Vitafert, % Melaza, % A. Lactico, % A. Lactico, %
0 8 0.94¢ 1.30' 0.36°
55 8 3.21° 2.17% -1.04°
11 8 4.70° 3.74° -0.96¢
0 16 1.10¢ 1.099 -0.01°
55 16 6.00% 2.05° -3.95°
11 16 3.54¢ 4.822 1.282
0 24 0.99¢ 1.129 0.12°
55 24 3.32¢ 2.28¢ -1.04°
11 24 4.58° 4.11° -0.47¢

EE +0.059* EE +0.018**  EE + 0.14**

AW Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980).
***P<(0.001, ** P<0.01, *P<0.05
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Cuadro 19. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el indicador de pH de la

pollinaza fermentada en estado soélido.

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas ) _
Vitafert, % Melaza, % pH, % pH, % Diferencia

0 8 7.9° 6.22° -1.68¢
5.5 8 7.28° 5.94° -1.34'
11 8 6.8' 6.322 -0.47°

0 16 7.78° 5.91° -1.87"
5.5 16 7.07° 6.04° -1.03°
11 16 6.59 6.08° -0.41°

0 24 7.7° 6.01¢ -1.69¢
5.5 24 6.81' 5.9° -0.90¢
11 24 5.77" 5.84' 0.06?

EE +£0.005*** EE +£0.005*** EE +£0.004***
Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980).
*** P<0,001

—3BCTeTg

4.1.3.- Parametros Microbioldgico

Se encontro interaccion (P<0.001) en los conteos de bacterias lacticas en el medio
Agar Man, Rogosa y Sharpe (MRS). El tratamiento con 11 % de Vitafert y 16 % de
melaza mostro el mayor contenido de bacterias lacticos, en relacion a los otros
tratamientos estudiados que no se encontré diferencias entre ellos (cuadro 20).

Con relacion al conteo de la bacterias aerdbicas en el medio Agar Cuenta
Estandar (ACE), se encontr6 efecto para los niveles de Vitafert y melaza estudiados,
el 11 % de Vitafert disminuye las bacteria aerdbicas, asi mismo, el 24 % de melaza
(cuadro 21).
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Cuadro 20. Efecto de niveles de Vitafert y Melaza en el crecimiento de bacterias
lacticas (ufc/g) en la pollinaza fermentada aerdbica.

Nivel de Nivel de 24 Horas
Vitafert, % Melaza, % Bacterias Lacticas (UFC/g x 10°)
0 16 8.83"
11 16 9.12°
0 24 8.25"
11 24 6.77°

EE + 0.685 ***

" Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey 1980).
Datos transformados segun logio X
*++ P<0,001

Cuadro 21. Efecto de niveles de Vitafert y melaza en el conteo de UFC en las

bacterias aerobicas en la pollinaza fermentada en estado solido.

24 Horas

Niveles en % . . 8
Bacterias Aerobicas (UFC/g x 10°)

Vitafert
0 11.222
11 10.97°
EE + 0.218%*
Melaza
16 11.40°
24 10.792
EE + 0.218 **

" Medias con diferentes superindice en las mismas filas difieren a P<0.05 (Tukey 1980).
Datos transformados segun logig X
** P<0.01, **P<0.001
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El nidmero de Ooquiste disminuyo por efecto del proceso de fermentacién de 24 h,
sin embargo con la adicion del 11 % del Vitafert se encontré el menor numero de
Ooquiste, la menor cantidad de Ooquiste observada a la hora 0 de fermentacion en
relacién a la pollinaza sin tratar, pudiera deberse a la disgregacion de la pollinaza de

los tratamientos estudiados por la inclusion de Vitafert y Melaza (cuadro 22).

Cuadro 22. Efecto del Vitafert y Melaza en Conteo de Ooquiste en heces (g de

MS) alas 0y 24 hora de fermentacidn en estado sélido.

Nivel de Nivel de 0 Horas 24 Horas
Vitafert, % Melaza, % N° Ooquiste (g de MS) N° Ooquiste (g de MS)
0 16 845 589
11 16 701 28
Testigo N° de Ooquiste pH
Pollinaza
Sin Tratar 979 7.99
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V. DISCUSION

La disminucién de la MS en los tratamientos con 11 % de Vitafert y 16 % de Melaza,
5.5 % de Vitafert y 24 % de Melazay 11 % de Vitafert y 24 % de Melaza, durante el
proceso de FES, pudiera deberse a la fermentacion de cierta cantidad de azlcares
(sacarosa, glucosa, fructosa), que predominan en la Melaza adicionada y a la
hidrélisis de la urea de la pollinaza por los microorganismos que se desarrollan en el
sistema durante sus procesos metabdlicos para sintesis celular, oxidandolos a &cidos
grasos, CO;, y agua, como productos finales. Parte del agua producida durante la
oxidacién de las moléculas, pudiera evaporarse por el calor metabdlico que se
genera durante el proceso de FES (Pandey et al., 2001 y Mitchell et al., 2002).

En otro estudio Ramos (2005, 2006, 2007), al comparar la MS inicial y final en
la fermentacion con diferentes alimentos vy diferentes niveles de Vitafert, encontré
resultados similares a estos donde la MS disminuyo durante las 24 h. Por otra parte
Rodriguez (2005), en otro tipo de alimento, boniato (Sacchaboniato), encontré que la
MS disminuy6 conforme se prolongo el tiempo de fermentaciéon. Asi también (Elias et
al., 1990) encontré disminucién de la MS en el tiempo de fermentacion (0 y 24)
horas, en la obtencion de la Saccharina.

El descenso del pH observado a las 24 h de fermentacion en los tratamientos
estudiados, pudiera deberse a los acidos organicos producidos por los
microorganismos durante la fermentacion y al consumo de iones de amonio
(Rodriguez et al., 2001 a y b; Elias y Herrera, 2008), la magnitud del cambio de pH
dependera de la actividad metabodlica de los microorganismos y de la capacidad
amortiguadora del sustrato (Mitchell et al., 2002). De acuerdo a Pelczar y Reid
(1958), el descenso del pH segun el tiempo de fermentacion, puede ser
consecuencia de la produccion de bacterias lacticas y los acidos grasos de cadenas
cortas (AGCC), que inhiben o eliminan los microorganismos que crecen a pH mas
neutros y en los tratamientos estudiados se observo que a las 24 h con el 11 % de
Vitafert y 16 % de Melaza tiene mayor contenido de bacterias lacticas en relacion a

los demas tratamientos con un 9.12 UFC/g x 10°.
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De acuerdo a Fuller (1992), los microorganismos provenientes de la pollinaza,
por lo general, son anaerobios, anaerobios facultativos y microaerofilicos. Acorde al
estudio realizado por Stanier et. al. (1992), al incorporar oxigeno al medio de
fermentacion mediante la agitacion a un sustracto con pollinaza, el crecimiento de
estos microorganismos como la Escherichia coli puede reprimirse. Esto explicaria la
disminucion del numero de Ooquiste con 28 heces (g de MS) a las 24 h durante la
fermentacion aerdbica en relacion a las O h.

La disminucion de Ooquiste observada, cuando se le aplica el Vitafert en la
pollinaza fermentada, pudiera deberse a la mayor poblacion de lactobacilos (cuadro
20) y la mayor produccién de acido lactico (cuadro 18). Aunque el pH con el
tratamiento sin Vitafert son similares a las 24 h de fermentacion, ala O h el pH es
mas bajo en el tratamiento con Vitafert y la caida del pH podrian darse en la ultima
etapa de fermentacion. De acuerdo a Hazan et al. y Schiller et al. (2004) que el
acido lactico, al igual que el acido acético, son acidos débiles y pueden ser toxicos
para los microorganismos, lo cual dependera de los valores de pH en el sistema, ya
gue a bajo pH se encuentran en forma no disociada y pueden penetrar a la célula por
difusion pasiva. En el citoplasma del microorganismo se disocian debido al pH mas
neutro y se liberan los protones, bajando el pH del citoplasma, lo cual interfiere con
algunos senderos metabdlicos.

El incremento en el contenido de PC en todos los tratamientos estudiados
durante el proceso de fermentacion aerdbica, pudiera estar relacionada con la
disminucién del pH (cuadro 19), lo que pudo haber ocasionado que el NH3 presente
en la pollinaza (Panisello et al., 2000) se trasformara a NH, el cual, en esta forma, no
es volatil y se retuvo en el sistema, como efectivamente se muestra en el cuadro 21.
Estos resultados coinciden con los reportados por Ramos (2005), el cual realiz6 2
experimentos donde adicioné Vitafert a la FES de la cafia de azicar con 2y 0.4% de
urea; en el primer experimento con 2% de urea y el 5% de Vitafert disminuyo el pH 'y
la PC se incrementd, en el segundo experimento con 0.4% de urea y el 2.5% de
Vitafert también disminuyé el pH y la PC se increment6. Con respecto a los

tratamientos, se observd que el que tuvo 0% de Vitafert disminuy6 su contenido de
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PC con el nivel mayor de melaza y esto se pudiera deberse a que este tratamiento
tuvo los mayores valores de pH.

El incremento de la PV a las 24 horas, coincide con la disminucién de la MO
ya que posiblemente los carbohidratos presentes en esta fraccidn, son utilizados por
los microorganismos para sintesis de proteina microbiana al respecto segin Pandey
et al., (2001) la PV puede ser una via indirecta de medir el crecimiento microbiano
durante el proceso FES. Posiblemente el NH; de la pollinaza se trasformé a NH4
como fue explicado anteriormente y la enzima L-glutamato deshidrogenasa (L-GDH)
lo pudo incorporar a la célula microbiana como sillares de aminoacidos (Metges y
Loh, 2003) usando como fuente de energia los carbohidratos disponible de la
melaza.

Elias et al., (1990), Ramos et al., (2006) y Becerra et al., (2008) aunque han
utilizado otros sustratos han encontrado incremento en la PV, relacionandolo al
crecimiento de microorganismos que se desarrollan durante el proceso de FES.

Con relacion al incremento en el contenido de las fracciones fibrosas (FDN y
FDA) y hemicelulosa de este estudio, pudiera deberse a una concentracion del
producto final ya que los microorganismos que se establecen en el sistema utilizan
los azucares de la melaza que se encuentran en el contenido celular, de acuerdo a
Ramos (2005), reportando disminucion en los valores de pared celular cuando
adicion6 melaza en la FES de la cafia de azucar y lo atribuyé al efecto de
disgregacion de la miel final.

En cuanto a los contenidos de acido lactico este disminuyo a las 24 horas,
esto podria deberse a que fue poco el tiempo de fermentacidén que se le dio, por otro
lado se muestra un mayor contenido en el dia cero esto podria estar relacionado a
gue se le adiciono Vitafert, producto biolégico compuesto de bacterias, levaduras y
sus metabolitos, capaces de producir cantidades apreciables de acidos organicos de
cadena corta como lactico, acético, propiénico, succinico y piravico, vitaminas y
enzimas (Elias y Herrera, 2008); considerando que antes de ser inoculado al
alimento se encontraba en una fase exponencial de crecimientos de &cido lactico y
otros acidos organicos, que son los productos finales del proceso catabdlico

desarrollado por microorganismos como los Lactobacillus (van Winsen et al., 2001).
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Sin embargo, en los tratamientos se muestra una tendencia de mayor concentracion
de &cido lactico a medida que se incrementan los niveles de Vitafert. Cabe sefalar
gue Rodriguez et al., (2004), al estudiar los efectos de los niveles de nitrdgeno ureico
en la sintesis proteica de mezclas de cafia y boniato, durante la FES, reporto
disminucion de acido lactico alcanzando su valor maximo a las 72hrs y que
posteriormente volvié a disminuir a los valores iniciales, a medida que ascendio6 el

nivel de nitrégeno.
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VI. CONCLUSIONES

En los tratamientos con los mayores niveles de melaza y vitafert hay una mayor

retencion de la PC en el sistema.

Durante el proceso de fermentacién a las 24 h, el tratamiento con el 5.5 % de Vitafer
y 24 % de Melaza, incrementa la PV en 5.8 unidades percentiles.

En todos los tratamientos estudiados el proceso de fermentacion disminuye el pH. El
alimento o el tratamiento con menor pH (5.84) es el que se le incluyo el 11 % de
Vitafert y 24 % de Melaza.

La mayor poblacion de bacterias lacticas se encontré en el tratamiento con 11 % de
Vitafert y 16 % de Melaza. Con el 11 % de Vitafert disminuyo las bacterias totales,

asi mismo con la inclusion del 24 % de melaza durante la fermentacion.

El proceso de fermentacion de 24 h disminuyo el numero de Ooquiste, pero este

efecto es mayor en el tratamiento donde se incluye Vitafert.

VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda aplicarle 5.5 % de Vitafer y el 24 % de melaza BS, con una

fermentacion en estado soélido a las 24 h. para obtener mayor Proteina Verdadera.

Se recomienda, profundizar en este tipo de investigacion para obtener un producto

enriquecido sin microorganismos patdgenos para los animales rumiantes.
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IX. ANEXOS

8.1. Determinacion de parametros fermentativos.
Se utilizaron las siguientes técnicas de laboratorio.

8.1.2. PH

Se pes6 5 g de la muestra (0 y 24 h) y se deposité en un matraz Erlenmeyers
de 250 ml que contenia 45 ml de agua destilada y se procedi6 a agitarlo durante 15
minutos con un equipo Griffin Flash Shaker. Posteriormente se filtr6 con gasa estéril
recolectando la muestra en un vaso de precipitado de 50 ml, inmediatamente se
midié el pH con un potenciémetro portatil marca WPA (Conway, 1957).

8.1.3. Amoniaco

Se utilizé la técnica descrita por Mc Culloough (1967). Del liquido filtrado se
tomé 5 ml y se diluy6 en 5 ml de Acido clorhidrico valorado (0.14 N) y posteriormente
se aforé con 15 ml de agua destilada, la muestra se guardd durante 2 meses en
refrigeracion a temperatura (-4°C) para su analisis posterior.
Equipo

Espectrofotometro de luz ultravioleta visible CARY 1-E VARIAN
Reactivos:

» Soluciéon de acido meta fosforico al 25% (Peso/volumen)

» Hipoclorito:

» 7.5 g de NaOH (pellet).

» 21.3 g de Na,HPOQ,, anhidro (fosfato de sodio dibasico)

» 15 ml de Hipoclorito, 5% solucion (blanqueador).

Nota: Hacer un litro con agua destilada y guardar en refrigeracion.

» Fenol:

» 50 mg (Naz (NO) Fe CN) 5.H,0 nitroprusida de sodio.
» 10 g de fenol en cristales.

Nota: Hacer 1 litro con agua destilada

» Estandar, 3.82 g NH4CI (cloruro de amonio) en un litro de agua destilada y
guardar a temperatura ambiente.
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Procedimiento:

Pre-Tratamiento de la muestra.

Se toma 5 ml del filtrado que se utilizo para el pH, agregandole 5 ml de &cido
clorhidrico al 50 % v/v y 15 ml de agua destilada, mezclando homogéneamente y se
guarda en el refrigerador. De la mezcla se tomo un 1 ml se transfirio a viales, donde
se centrifugo a 3500 rb x 25.

Tratamiento de la muestra

De la muestras se tomé 20 microlitros de los viales y se coloc6 en un tubo de 10 ml.
Posteriormente se afiadié 1 ml de fenol y 1 ml de hipoclorito de sodio, se incubaron
los tubos a bafio Maria a 37 °C durante 30 minutos y se adicion6 5ml de agua
destilada con el fin de diluir las muestras. Se procedié a agitar las muestras en un
vortex antes de ser leidas en espectrofotbmetro de luz ultravioleta visible a 630
nanometros (nm).

Preparacion de la curva estandar

En primer término se procedio a desecar el NH4,CL (cloruro de amonio) en una estufa
a 105 °C durante 1 hora. Posteriormente se pes6 3.82 g de NH4Cl y llevarlo a 1 litro,
y tomar alicuotas de 0.25, 0.5, 1, 1.5, 3, 4.5y 6 ml y afor6 a 100 ml, obteniendo asi
los puntos de la curva estandar. Se preparé un blanco como referencia con 1 ml de
fenoly 1 ml de hipoclorito; siguiendo el mismo procedimiento que en las muestras
problemas.

8.1.4. Acido lactico

Para su determinacion se utilizé la técnica descrita por Sigma, (1990). Para
preparar la muestra, se tomé 8 ml de la muestra liquida y se le adicion6 2 ml de acido
metafosférico al 25% y se guardo en refrigeracion a temperatura (-4°C), para analisis
posterior. Esta variable solo fue estudiada a las 24 horas de fermentacion.
Reactivos:

» Sulfato de cobre deshidratado

PhenylPhenol, 97%
Alcohol etilico absoluto anhidro (CH3CH20OH)
Milchaure lithium Salz. ZUR Syntheses (CH3CH (OH) cooli
Acido sulfurico concentrado
Agua destilada.

YV VYV VYV

Preparacion de la solucion sulfato de cobre deshidratado

Se pes6é 4 g de sulfato de cobre deshidratado y se diluyé en 60 ml de agua
destilada, posteriormente se afor6 a 100 ml en matraz volumétrico.

Preparacién PhenylPhenol, 97%
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Se pesé 1.5 g de 4- PhenylPhenol, 97% y se diluyé en 60 ml de alcohol etilico
absoluto anhidro (CH3CH20H) y se afor6é a 100 ml en matraz volumétrico.

Preparacién solucion estandar de trabajo
Se coloc6 10 ml de solucion madre en un matraz volumétrico de 100 ml y afor6 con
agua destilada.

Preparacién de la curva estandar

Se coloc6 2, 3y 1 ml de la solucién estandar de trabajo (ya antes preparada) en unos
tubos de 15 ml y se agreg6 agua destilada a cada tubo hasta obtener 4 ml de cada
tubo.

El valor de la curva fue la siguiente:
Al tubo que se le agregd 2 ml de solucion estandar de trabajo es 10.
Al tubo que se le agregd 3 ml de solucion estandar de trabajo es 15.
Al tubo que se le agregd 1 ml de solucion estandar de trabajo es 5.

Los Procedimiento son los siguientes.
Pre-Tratamiento de la muestra.
Se toma 8 ml del filtrado que se utilizo para el pH y se agrega 2 ml de acido
metafosférico al 25 %, mezclando homogéneamente la muestra y conservandose en
el refrigerador. De la muestra mezcla se toma 1 ml y se transfiere a viales, donde se
centrifuga a 3500 rb x 25 min, conservandose en el refrigerador.

Procedimiento:

Se utiliz6 las muestras pre -tratadas para acido lactico. Se realizé una dilucion
de 200 micras de muestra en 9.8 ml de agua destilada en tubos de 15 ml, se agito en
vortex, posteriormente, en otro tubo de 15 ml, se afiadiéo 1 ml de la dilucion agitada y
se agregd 6 ml de acido sulfarico concentrado y se dispuso a agitarse.

Posteriormente, se coloco en el block digestor a 100 °C durante 10 minutos,
paso seguido se enfrid6 a bafio Maria durante 15 minutos, posteriormente se agrego
100 micras de sulfato de cobre y 200 micras de PhenylPhenol, se agitaron y dejo
reposar durante 15 minutos. Las muestras se leyeron en un espectrofotdmetro de luz
ultravioleta visible CARY 1-E VARIAN a 530 nm.
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8.2. Determinacion de parametros bromatoldgicos

8.2.1. Materia Seca (MS)

Para determinacion de materia seca (MS) se pesaron 95 g de muestra en bolsas de
papel de un kg de capacidad y se colocaron en una estufa a una temperatura de 60°
C por 6 dias. Posteriormente, se molié en un molino de martillo marca CULATII, con
criba de 1 mm, para analisis bromatolégicos

Para obtener el porcentaje de MS, primero se obtuvo el porcentaje de humedad con
la siguiente formula:

Pi - Pf
%H= —— x100
|

Dénde:

Pi= Peso inicial

Pf= Peso final

%H = Porcentaje de humedad

%MS= Porcentaje de materia seca

La MS se calcul6 con la formula siguiente:
% MS =100-%H

8.2.2. Cenizas

Considerando cuando una muestra se somete a una temperatura entre 550 y 600 °C
en una mufla, toda la materia organica se quema. De esta manera se determina la
materia inorganica, o cenizas (A.O.A.C. 1975.), ya que esta no se volatiliza a estas
temperaturas por lo que queda como residuo.

Equipo:
1. Mufla.
2. Estufaa 110° C,
3. Crisoles de porcelana (40 6 100 ml).

Procedimiento

Colocar los crisoles que se van a utilizar en una estufa a una temperatura de 110° C
durante una hora cuando menos. Sacarlos y ponerlos en un desecador hasta que se
enfrien, pesar los crisoles en una balanza analitica tan rapido como sea posible,
usando pinzas de metal. Pesar aproximadamente 2 a 5 g de la muestra sobre un
papel, transferirla luego a un crisol. Colocar los crisoles en la mufla, y empezar a
elevar la temperatura poco a poco hasta que llegue a los 550-600° C y dejarlos
durante 12 horas o toda la noche. Dejar que se enfrie la mufla un poco
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(aproximadamente unos 100° C) y pasar los crisoles a un desecador. Una vez frios,
péselos rapido para prevenir la absorcion de humedad.
Para determinar la cantidad de cenizas presentes en la muestra se utiliza la férmula:
Ceniza = (peso de muestra + crisol seco) - (peso de crisol seco) x 100

Peso de muestra residual

8.2.3. Materia orgéanica
Se obtiene restando el 100 % de muestra al resultado del porcentaje de ceniza.

8.2.4. Proteina cruda (PC)

Se determin6 mediante el método de Micro-Kjeldahl descrita segin AOAC
(1995), siguiendo el fundamento en el cual la determinacién de proteina cruda,
consiste en la conversién de proteina — nitrégeno a sulfato acido de amonio durante
la digestion de la materia organica con acido sulfurico y calor en la presencia de un
catalizador;una vez que la materia organica se ha desintegrado completamente, se
neutraliza con hidroxido de sodio, liberandose amoniaco el cual es destilado por
arrastre con vapor dentro de una solucion de acido borico, para formar un complejo
boro-amoniaco (tetraborato de amonio). La cuantificacion del nitrégeno se logra
cuando una solucién previamente valorado de acido clorhidrico al 0.1 N, se afiade a
la solucién, formando por cada equivalente de boro-amoniaco, un equivalente del
sulfato-amoniaco (sulfato de amonio), en donde 1ml de &cido estandarizado
neutraliza 0.014 g de nitrogeno en forma de ion amonio.

Equipo
1.- Aparato de digestién Micro - Kjeldahl.
2.- Matraces Kjeldahl de 30 ml.
3.- Destilador micro - Kjeldahl
4.- Matraces Erlenmeyers de 50 ml
5.- Bureta de 25 ml

Reactivos
1.- Acido sulftrico
2.- Solucién de acido borico al 4%

Preparacion de &cido borico al 4 %

1.- se pes6 40 g de acido boérico y se diluyé en 992 ml de agua destilada, esto con el
fin de alcanzar 1 litro al agregar 8 ml de solucion indicadora, que se prepar6 pesando
100 g de rojo de metilo y 200 g de verde de bromocresol que se diluyd con etanol
aforando a 100 ml en matraz volumeétrico.
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1. Preparacion de mezcla catalizadora
Se mezclé6 93 g de sulfato potasio (K;SO4), 7 g de sulfato de cobre (CuSO.,)
moliendo finamente en un mortero.

2. Preparacion de hidréxido de sodio al 40 %
Se pes6 400 g de hidroxido de sodio y se diluy6 en 1 litro de agua destilada.

3. Preparacion de solucion valorada de &cido clorhidrico al 0.1 N

Se procedié a convertir a volumen el peso requerido para obtener la concentracion
deseada, dividir la masa (3.6458) entre la multiplicacion de la pureza (37 %) por la
densidad (1.185), obteniendo 8.315 ml de acido clorhidrico.

Se agreg6 8.315 ml de HCl y se diluyé hasta 1 litro de agua destilada (8.315 ml HCI
diluido en 991.685 ml de agua destilada), dando una solucion cerca de 0.1 normal.
Posteriormente se comprobo la valoracion pesando 0.53 g de carbonato de sodio el
cual se aforé a 100 ml con agua destilada en matraz volumétrico. Después se tomo
10 ml de la solucion en un Erlenmeyers y se le agreg6 2 gotitas de indicador y se
titulo con HCI preparado.

Posteriormente se procedid al céalculo de la normalidad buscada dividiendo la
normalidad del HCI puro (1.00317) entre el promedio de alicuotas de HCI elaborado
gastado (7.3).

Procedimiento:

DIGESTION

1.-Se peso6 0.3 g de muestra y se depositoé en tubo de vidrio para nitrégeno cuidando
gue la muestra no quedara pegado en las paredes del tubo, se le adicion6 3 ml de
acido sulfarico procurando quedara en intimo contacto con la muestra,
simultaneamente se corrieron blancos de reactivos.

2.-Se dej6é en reposo durante 12 horas (pre- digestion). Posteriormente calentando
suavemente al inicio de la digestion se agregd 1 g de la mezcla catalizadora, se
metié nuevamente al block digestor aumentando la temperatura hasta alcanzar
aproximadamente 360 a 390 ° C, después de una corta ebulliciéon la mezcla se aclaré
tornando un color de negro a color azul — verde claro cristalino.

4.-cuando se completo la digestion se dejo enfriar y se agregd aproximadamente 3
ml de agua destilada y se agit6é vigorosamente para disolver el material soluble.
DESTILACION

1.-Se transfirié el contenido del tubo o muestra al bulbo situado en la parte superior
izquierda del destilador, se lavé el tubo con la minima cantidad de agua.
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2.- Se colocé en el tubo de salida situado en la parte inferior derecha del aparato de
destilacién, un matraz Erlenmeyers de 125 ml conteniendo 6 ml de acido bérico al
4% con indicador.

3.-Se adicion6 10 ml de hidréxido de sodio en el bulbo mencionado en el paso 1, se
conecto el flujo de vapor y se inicid la destilacion hasta obtener 25 ml del destilado,
seguido de esto se lavd el condensador para iniciar nuevamente la destilacion de la
siguiente muestra.

TITULACION

Se procedi6 a titular el contenido del matraz Erlenmeyers de 125 ml utilizando
una bureta de 25 ml conteniendo &cido clorhidrico valorado a 0.1 N formando por
cada equivalente de boro-amoniaco, un equivalente de sulfato-amoniaco (sulfato de
amonio), en donde 1 ml de acido clorhidrico neutraliza 0.014 g de nitr6geno en forma
de ion amonio.

Los calculos se realizaron utilizando la formula siguiente:
NT = (GHCL-GHCL Blanco) (N HCL) (1.4)

Peso de la muestra
Multiplicado por 6.25.

Dénde:

NT= Nitrégeno total

GHCL= Gasto acido clorhidrico

GHCL Blanco= Gasto acido clorhidrico Blanco

NHCL= Normalidad del acido clorhidrico

1.4= Factor de ajuste para Nitrogeno (0.014 mili equivalentes multiplicado por 100).

8.2.5. Nitrégeno No Proteinico (NNP x 6.25) y Proteina Verdadera (PV)

Se determiné mediante la técnica descrita por Bernstein (1983), para lo cual
se utilizd6 el mismo equipo y reactivos mencionados en la metodologia anterior,
excepto el acidotricloro- acético, el cual se preparé pesando 20 gramos de acido
tricloro-acetico diluyéndolo en 60 ml de agua destilada, se agit6 a 80 ° C,
posteriormente se afor6 a 100 ml con agua destilada.

Procedimiento

1.-Se pes6 2 g de muestra y se deposité en un matraz Erlenmeyers de 125 ml,
posteriormente se agrego 12.5 ml de agua destilada, se agitd y dej6 reposar 1 hora.
2.-Seguido de esto se afiadid 12.5 ml de acidotricloro-acetico, se agité y guard6 en
refrigeracién durante 4 horas agitando cada hora.
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3.-Posteriormente se filtré6 con gasa estéril y se tomd 10 ml del sobrenadante para
centrifugar a 3500 revoluciones por minuto durante 10 minutos, se extrajo 3 ml y se
depositdé en tubos para nitrégeno y se le adicion6 3 ml de acido sulfaricoy 1 g de
mezcla catalizadora y se meti6 en el block digestor.

4.-Se realiz6 el mismo proceso de destilacion y titulacion, posteriormente se procedio
a realizar los calculos.

Calculos:
P mF=P mi/25 ml multiplicado por 3 ml

Doénde:
PmF= Peso muestra final
Pmi= Peso muestra inicial
25 ml=12.5 ml H,O destilada + 12.5 ml Acido Tricloro-acetico.
3 ml= Cantidad de muestra tomada del sobrenadante.
NNP= (GTHCL -GTHCLB) (NHCL) (1.4)
PmF

Dénde:

NNP= Nitrégeno no proteinico

GTHCL= Gasto total Acido clorhidrico

GTHCLB= Gasto total Acido Clorhidrico del Blanco

NHCL= Normalidad del Acido Clorhidrico

1.4= Factor de ajuste para Nitrogeno (0.014 mili equivalentes multiplicado por 100)
dividido entre peso muestra final.

El NNP obtenido con la formula anterior se multiplica por el factor 6.25 (factor para el
célculo de proteina).

La proteina Verdadera se obtiene por diferencia restando de la Proteina Cruda (PC)
el valor del nitrdgeno no proteinico (NNP).
PV = PB — NNP.

8.2.6. Fibra Detergente Neutro (FDN)

Para la determinacién de la fraccion fibrosa se utilizo la técnica descrita por
Van Soest et al.,, (1991), Siguiendo el fundamento en el cual este método del
detergente neutro para constituyentes de paredes celulares es un método rapido
para determinar la fibra total en alimentos de origen vegetal, divide la materia seca
de los alimentos muy cerca al punto que separa los constituyentes solubles y
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nutricionalmente disponibles (98%), de aquellos que son aprovechables de manera
incompleta y dependen de la fermentacion microbiana.

Equipo:

Matraz Volumétrico 1000 ml

Buretas 1000ml y 100ml

Plancha eléctrica Marca Thermolyne cimarec 2
Recipiente de peltre con capacidad para 5litros
Bolsitas de poliseda con las dimensiones de 6 x 3 cm
Ligas.

Reactivos

a) Agua destilada 1 litro

b) Lauril sulfato de sodio, U.S.P. 30g

c) EDTA, G.R. 18.61 g

d) Fosfato acido disédico, anhidro, G.R. 4.56 g
e) Tetraborato de sodio deshidratado, G.R. 6.81 g
f) Etilen glicolmonoetil éter purificado, 10 ml

Procedimiento:
Preparacion de la solucion detergente neutro.

Se pesé EDTA, Fosfato Acido Disodico Anhidro y Tetraborato de Sodio
Deshidratado en las cantidades indicadas anteriormente base 1 litro y se disolvio en
300 ml de agua destilada en un matraz volumétrico y se calentd hasta que se
disolviera agitando ocasionalmente.

En otro matraz volumétrico se disolvio Lauril Sulfato de Sodio en 300 ml de
agua destilada, agitando hasta su completa disolucion. Terminado esto se afiadio
ésta Ultima solucion a la primera solucién agitando para lograr la completa
homogenizacion agregando finalmente Etilen Glicol MonoetilEter Purificado, y se
afor6 a 1litro con agua destilada, agitando vigorosamente y se comprobé que el pH
de la solucion final estuviera entre 6.9y 7.1.

1.-Se pes6 0.40 g de muestra seca a 65°C, en estufa de aire forzado, y molida en
una criba de 1 mm o su equivalente, colocandola en bolsitas de 6 cm por 3 cmy
amarrando las con ligas.

2.-Posteriormente se afiadié, 40 ml de la solucion detergente neutro por cada
muestra a temperatura ambiente.

3.-Luego se calentd la solucion mas muestra en plancha eléctrica a 90°C, y se dejo
hervir durante 60 minutos.
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4.-Posteriormente se lavé cada una de las muestras con abundante agua hasta
retirar completamente la solucion detergente neutro.

5.-Seguido se colocé en estufa a 60°C por 24 h

6.-Posteriormente se saco y se peso las bolsitas.

Calculo:
Los rendimientos de la fibra detergente neutro recuperado se expres6 como
porcentaje de constituyentes de la pared celular (CPC), usando la formula siguiente:
FDN = (bolsa +muestra) - (peso final- p. bolsa) x 100
Peso de la muestra

8.2.7. Fibra Detergente Acida (FDA)

El detergente en este procedimiento disuelve todo el contenido celular y
ademas a la hemicelulosa, por lo que el residuo insoluble esta formado por paredes
celulares sin hemicelulosa, ademas de silice.

Equipo:
Matraz Volumétrico 1000ml
Buretas de 1000ml y 100ml
Plancha eléctrica Marca Thermolyne cimarec 2
Recipiente de peltre con capacidad para 5 litros
Bolsitas de poliseda con las dimensiones de 6 x 3 cm
Ligas.

Reactivos:
Bromuro de Cetrilmetril Amonio (CBTA), 20 g
Acido Sulfarico grado reactivo, 27.17ml
Procedimiento

Soluciéon Detergente Acida:

Disolver Bromuro de Cetrilmetril Amonio en las cantidades antes mencionadas
base 1 litro en 300 ml de agua destilada en matraz volumétrico calentando y
agitando en plancha eléctrica hasta disolver completamente.

Cuidadosamente se agrego el acido sulfurico y se aforé a un litro con agua
destilada, agitando para homogenizar la solucion.
1) Utilizando las muestras de FDN, se le agregan 40ml de la solucién detergente
acida a cada muestra a temperatura ambiente.
2) Calentar la solucién con las muestras en plancha eléctrica y dejar hervir durante 1
hora, seguido esto se procede a lavar las muestras hasta retirar la solucion
detergente acida y secar en estufa a 60° C por 24 h.
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3) Se sacan y pesan las bolsitas y se procede al calculo.

Calculo:

Los rendimientos de la fibra acido detergente se determina mediante el
empleo de la formula siguiente:

FAD = (bolsa +muestra final) - (p. bolsa) x 100
Peso de la muestra

8.2.8. Hemicelulosa:

Se calcul6 con la siguiente férmula:
Hemicelulosa = FDN — FDA
Contenido Celular

Se calculé con la siguiente férmula:
CC =100 - FDN
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