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Efecto de inoculacion de la cep@richoderma viridel37
en el bagazo de cafia de azucar autofermentado

Elaine Valifio, A. Elias, Taimi Carrasco y Nereida Albelo
Instituto de Ciencia Animal. Apartado Postal 24. San José de las Lajas, La Habana

Se realizé un experimento para determinar el efecto de inoculacion deTaickpderma viridel 37 y las
interacciones que se producen entre éstay la carga microbiana del bagazo de cafa de azlcar, fermentado con
su propia microbiota. Se utilizé bagazo autofermentado por 21 d. Se aplicé un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial (3 x 6) y tres repeticiones con tres variantes: ) Bagazo autofermentado,
restituyendo la humedad a 70 % + indculo del hongo, Il) Variante | + urea y minerales y lll) Bagazo
autofermentado estéril + indculo del hongo | + urea y minerales. El segundo factor que se considero fue el
tiempo de fermentacion (0, 1, 2, 3, 4, 5 d). No hubo cambios notables en la carga microbiana al restituir la
humedad al sustrato. El efecto del indculo del hongo en la fibra fue similar al causado por la propia
microbiota de la cafia. Las diferencias en la actividad celulolitica s6lo se hallaron en la fraccion soluble con
5.80 Ul/g de MS de exo B 1-4 glucanasa. Estos resultados demuestran que hay una fuerte interaccién entre
la microbiota normal del bagazo y el efecto que produce la inoculacion de Taicepderma viridé37 en

lafibra, debido a que éste es muy similar, aun cuando se observan diferencias al no adicionar nutrientes. Se
comprobé ademas, la potencialidad hidrolitica de la Teéphoderma viridé37 en la fibra del bagazo

cuando no ha sido tratada, sobretodo en la fraccién soluble.

Palabras clavéiagazo, fermentacion sélida, Trichoderma viride

La produccién animal sélo sera sostenibleonsiderablemente la digestibilidad en los ani-
para los paises tropicales si se armoniza la proxales. La utilizacién de microorganismos para
duccién agricola, se aprovechan los residuatisminuir los niveles de fibra y enriquecer el
y se establece una adecuada préactica biotecramntenido proteico de los desechos es una al-
l6gica que permita mejorar y aprovechar logernativa para utilizar éstos como materia pri-
productos, subproductos y residuosnaecoldgicay barata, ademas hacen més ase-
agroindustriales (Eliaet al1990). quible el proceso tecnoldgico (Valifio 2001).

El bagazo es el producto de la fraccion in- Por esto, el objetivo de este estudio fue
soluble de la cafia de aztcar después de extrdéterminar el efecto de inoculacion de la cepa
do su jugo. Este representa cerca del 25 % deichoderma viridel37 y las interacciones que
la cafia cultivada y se destina basicamentesa producen entre ésta y la carga microbiana
sustituir combustible f6sil. De esta forma, en lalel bagazo de cafia de azlcar fermentado por
operacion industrial se puede disponer entr2l d con su propia microbiota.
10y 40 % del bagazo sobrante, en funcién de
la eficiencia energética del central y de los es-
quemas que se apliguen para producir azlcar Sustrato para la fermentaciéBagazo
crudo (Figueroay Ly 1990). de cafa de azucar del Complejo Agroin-

Actualmente es un reto el uso de residuodustrial (CAI) “Amistad con los pueblos”
lignocelulésicos como fuente energética y slocalizado en Guines, provincia La Habana.
inclusién a niveles superiores en raciones pat bagazo se obtuvo inmediatamente des-
la dieta animal, debido a que anualmente geués de la molida.
producen en gran volumen y tienen alto con- Disefio experimentaBe utilizé un disefio
tenido de fibra. Esta caracteristica disminuyeompletamente aleatorizado con arreglo

Materiales y Métodos
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factorial (3 x 6) y tres repeticiones. Los facto{1991). Se realiz6 el andlisis de distribucion y se
res estudiados fueron: obtuvieron las densidades relativas para los
Variante | Bagazo autofermentado con ungéneros aislados de los sustratos (Smith 1980).
tiempo de 21 d, restituyendo a 70 % su hume- Los hongos celuloliticos se aislaron en el medio
dad, inoculado con la cepachoderma viride  de cultivo Celulosa-agar al 2 % (Mandial.1976)
137. con la adicion de cloranfenicol (0.1 %).
Variante II. Variante | + mineralesyureaa  El conteo microbiano se expreso en unida-
70 % de humedad, inoculado con la cépa des formadoras de colonias por gramo de ma-
choderma viridel 37. teria seca (ufc/g de MS).
Variante Ill. Bagazo de cafia de azicar Enzimas determinadaSarboximetilcelula-
autofermentado estéril + el indculo de la cepaa (CMCasa, 1,@-D-glucan 4 glucanohidrola-
T. viride137 a 70 % de humedad. sa, endol,f glucanasa) que mostro actividad
Las muestras de bagazo en las tres variahidrolitica en la carboximetilcelulosa y papel de
tes fueron tomadas a los 0, 1, 2, 3, 4 y 5 d; éiltro celulasa (PFasa, exo134D- glucanasa,
tiempo fue el segundo factor que se considd-,4 3-D glucan celobiohidrolasa) que mostré
ro. actividad hidrolitica en la celulosa cristalina.
Se utiliz6 la cepdrichoderma viridel37 Se utiliz6 el método descrito por Mandels
con actividad celulolitica, aislada en el Deparet al. (1976). Los azUlcares reductores se esti-
tamento de Biotecnologia del Instituto de Cienmaron segin Miller (1959).
cia Animal. Las actividades de las enzimas se deter-
Indicadores quimicos estudiaddd pro- minaron, calcularon y expresaron en unida-
ceso de fermentacion se siguié6 mediante eles internacionales por mililitro (Ul/mL).
estudio del fraccionamiento de la fibra vegetdEsta unidad refiere los micromoles de gluco-
(AOAC 1995), proteina verdadera (Bernsteirsa liberados por minuto de reaccion, en las
citado por Meir 1986), proteina bruta (AOACcondiciones del ensayo de actividad
1995), NH (Conway 1957) y pH de la fermenta-(Mandelset al. 1976). Estos datos se expre-
cion, determinado en un pH metro digitalsaron también en unidades internacionales
(CD 70). Los datos se expresaron en porcentpor gramo de materia seca (Ul/g de MS), se
je de materia seca. Los acidos grasos volatilésvo en cuenta el volumen de extraccion y
y el acido lactico se determinaron por cromalos gramos de sustrato fermentado.
tografia gaseosa en meg/L y mmol/mL, respec- A partir de los datos obtenidos, se calculé
tivamente. la productividad de la produccion de las
Aislamiento de bacterias y levadur&e enzimas (PFasa y CMCasa), que se definié
emplearon medios de cultivo segln el grupocomo la cantidad de enzima que libera un
fisiologico a aislar. Las bacterias se aislaron emicromol de aztcar reductor por gramo de ma-
el medio de cultivo Nutriente-agar (Bergeyteria seca inicial por hora de fermentacion
1984), las levaduras en el medio de cultivo Extumol/g de MS/h). La actividad especifica se
tracto de Malta-agar con la adiciéon de clorandefinio como la cantidad de enzima (PFasa y
fenicol (0.1 %), segln Kreger (1984). CMCasa) que libera un micromol de azUcar re-
Caracterizacion e identificacion de hon-ductor por miligramo (umol.m¥.
gos Los aislamientos de hongos, a partirdela La proteina solublese midié en el
cafia autofermentada, se caracterizaron hastabrenadante del cultivo, segun el método de
nivel genérico, seglin Booth (1977) y Barnett y.owry et al.(1951). Los resultados se expresa-
Hunter (1989). Se siguio6 el criterio de Klich yron en mg.mt. La productividad proteica es-
Pitt (1988) para el género Aspergillus, el de Pittuvo definida como la cantidad de proteina que
(1988) y Klich y Pitt (1992) paf@enicilliumy  se produce por gramo de materia seca por hora
para el género Trichoderma, el criterio de Bissete fermentacién (mg/g de MS/h).
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Resuiltados y Discusion nas colonias de Penicilliurs importante des-

Los resultados muestran las interacciong®car que en este tiempo no aparecen colonias
gue se produjeron entre la carga microbiande Fusarium, lo que puede responder a una
del bagazo autofermentado y el efecto de lenayor exigencia de nutrientes para su creci-
inoculacion, después de 21 d de autofermemiento. Estos estan en déficit debido a la
tado. Segun nuestras condiciones experimenempetitividad por el sustrato de otros grupos
tales, no hubo cambios notables en el bagazsicrobianos, durante la fermentacion.
autofermentado, con la adicion de nutrientesy Al comprobar la efectividad hidrolitica de
sin ella en el conteo de bacterias. Estas no slas enzimas secretadas poviride137, al eli-
brepasaron los 27 x 3945 x 1Gufc/g de MS minar la microbiota del bagazo, se obtuvo un
respectivamente, aun cuando les fue restituéfecto muy similar al producido en la fibra por
da la humedad necesaria para incrementar lemicrobiota normal del bagazo, segun los re-
actividad microbiana y favorecer la actividadsultados de la composicién bromatoldgica.
enzimética de la cepa 137 inoculada (figura 1). Estos andlisis indicaron que no hubo dife-
La viabilidad en la poblacién de levaduras seencias en los valores de FAD, FND, lignina y
afecté grandemente, ya que no hubo crecimierelulosa; pero si al compararlos con el bagazo
to en los tiempos de fermentacién estudiados/macenado sin la adicion de nutrientes (figura
La poblacién de hongos celuloliticos tampoc@®). Se comprobd la disminucién de cuatro uni-
sobrepaso los 2.3 x 9fc/g de MS, después dades porcentuales en cada indicador con res-
de inocular una concentracion de esporas geecto al bagazo sin la adiciéon de nutrientes,
hongos de 15 x TQfc/mL.

ufc/g MS A ufc/g MS B
7.00E+09- 8.00E+09-
6.00E+09- 7.00E+094
5.00E+09- 6.00E+09
4.00E+09- 5.00E+09-
3.00E+09- 4.00E+09-
2.00E+09- 3.00E+09-
1.00E+09 2.00E+09
0.00E+00 ‘ : ‘ ‘ ‘ | 1.00E+09
0 24 48 72 96 120 0.00E+00 — T
Tiempo, h 0 24 48 72 96 120

—o— Bacterias—1— Hongos celuloliticos Tiempo, h

—o— Bacterias—— Hongos celuloliticos

Figura 1. Carga microbiana en el bagazo de cafa de azUcar autofermentado sin nutrientes (A) y con
nutrientes (B)

En el resultado de los géneros identificaexcepto en la lignina en la que se mantuvieron
dos en los hongos aislados, independienteonstante.
mente del inéculo utilizado, se observo que el Los resultados en los indicadores
género Aspergillus prevalecio durante las pribromatoldgicos no expresaron la maxima capa-
meras 96 h de fermentacion, solamente en eldad de accion celulolitica en el bagazo. Una
bagazo autofermentado se identificaron algude las causas pudiera ser la barrera fisica de la
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lignina y otra, los métodos analiticos que nalera y en elantenido celular, lo que hizo nota-
han sido bien estandarizados en la determinhbles las diferencias (P <0.001) en el contenido de
cion de fermentaciones en estado sdlido, furla proteina soluble en las tres variantes, con res-
damentalmente en la de sustratos delignificgecto al tiempo de fermentacion (figura4) y enla
dos por hongos. Segun Reid (1998), los resuéctividad enzimatica celulolitica (figura 5).

tados de algunos estudios de fermentacion por

esta via dificultan la interpretacion, porque no o

se informan los datos criticos de la fermenta-q _

cion, ni la pérdida en materia seca durante la

fermentacion y las digestibilidades del produc-5 |

to estan informadas comdnmente en porcen-
taje del producto final y no del inicial. Ade-

mas, no se aclaran las bases que han sido uti-

lizadas.

%
100

80 -
60 -
40 |
20 -
0

1 2 3

I FND OO Celulosal] FAD

Figura 2. Variaciones en el contenido de FND,
Celulosa y FAD en bagazo de cafia
autofermentado sin nutrientes (1), con
nutrientes (2) y sin microbiota e ino-
culado cor. viride 137 (3)

Phamet al. (1997) informaron una reduc-
cién del 30 % del contenido de lignina del ba-
gazo de cafia con la cdpantinus edodeBIOT
30362, lo que mejoro la digestibilidad del pro-
ducto final. Chahal (1997) hallé una reduccion
del 85 % de lignina con la cepa reesei
MCG80, con un previo tratamiento. Gupta y
Madamwar (1997), con una mezcla de cultivos
de Aspergillusmejoré la digestibilidad des-
pués de 8 d de fermentacion, utilizando tam-
bién un pretratamiento del bagazo con hidroxi-
do de calcio (2 %).

Se observo ademas, un ligero aumento en
la proteina bruta (figura 3), la proteina verda-
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\ 1 1

1 2 3

[JProteina verdadera

O Proteina bruta
[J Contenido celular

Figura 3. Variaciones en el contenido de PB,
PV 'y contenido celular en bagazo de
cafia autofermentado sin nutrientes
(1), con nutrientes (2) y sin
microbiota e inoculado coh viride
137 (3)

Proteina soluble, mg/g MS

2.5
2
15+
14
0.5
0 T T T T T 1
24 48 72 96 120
Tiempo, h

——1-10—2 —+—3

Figura 4. Contenido de proteina soluble en el
bagazo autofermentado sin la adicion
de nutrientes (1), con nutrientes (2) y
sin microbiota e inoculado cdnviride
137 (3)
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Figura 5. Cinética enzimatica de la c&puairide 137 en bagazo de cafia autofermentado sin la adicién
de nutrientes (1), con nutrientes (2) y estéril (3)

El tiempo maximo de produccién de las Estos valores fueron inferiores a los obte-
enzimas PFasa y CMCasa en el bagazo auteidos en la cuantificacién de las enzimas
fermentado durante 21 d, sin nutrientes, fue eelulasas en el bagazo hidrolizado con la cepa
las 72 h (0.048 Ul/g de MS)y 48h49 Ul/gde 137 para la enzima endoglucanasa (15.36 Ul/g
MS), respectivamente; froductividad en esos de MS en 53.96 h) y para la exoglucanasa (1.41
tiempos fue muy baja (figura 5). En el bagaz&JI/g MS en 66.64 h), esto pudiera asociarse a
autofermentado con la adicién de nutrienteda microbiota del bagazo, la que puede ser una
la secrecion enzimética es 3.9 y 5.8 veces mharrera para la accion de estas enzimas y para
yor para CMCasa y PFasa. Las productividda posible accién de proteasas.
des en este tiempo fueron de 0.048 Ul/g de Sin embargo, hubo un mejor resultado al
MS/hy 0.038 Ul/g de MS/h. eliminar la microflora natural del bagazo, aun-
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que bromatolégicamente no hubo diferenciabagazo inoculado con la adicion de nutrientes,
con relacion al bagazo sin tratamiento en autalebido probablemente al ligero incremento de
clave. Las diferencias en la accién del in6cultas poblaciones de bacterias.
solo se observaron en la fraccion soluble. También se observo, un descenso del amo-
La cantidad maxima de enzimas secretadasaco al eliminar la microbiota, siguiendo la di-
fue de 6.10 Ul/g de MS de CMCasay 5.8 Ul/qhdmica de crecimiento del hongo. Esto podria
de MS de PFasa y las productividadestribuirse a su caracteristica ureolitica. Segun
enzimaticas se duplicaron. Estos valores sofrejo-Hernandezt al. (1991), estos resulta-
comparables con los del bagazo hidrolizadajos pueden deberse también a la germinacion
por lo que la efectividad en la hidrdlisisde las esporas y al inicio del crecimiento apical
enzimatica aplicada y la fisica es muy similaf{Peberdy 1994 y Archer 2000).
para cuantificar la potencialidad de la cepa es- Los resultados muestran que hay una fuer-
tudiada. te interaccion entre el efecto de la microbiota
La accién enzimatica favorecio ademas, losormal del bagazo y el que produce la inocula-
valores de pH para la accion hidrolitica en etion del hongo celulolitico en la fibra, éste es
bagazo (figura 6). En este experimento hubmuy similar aun cuando se observan diferen-
mayor produccion de acido acético que en dlias sin la adicién de nutrientes. Se comprob6
bagazo fresco (6.2 meq/L) y el &cido lactico sademas, la potencialidad hidrolitica de la cepa
mantuvo con valores similares. EI amoniacdrichoderma viridel37 en la fibra del bagazo
producido aumenté (P < 0.01) con respecto @uando ésta no ha sido tratada, sobretodo en
tiempo y entre las variantes utilizadas (figurda fraccion soluble.
7). Después de 72 h, el amoniaco aumento en el

lNHS, meq/L

pH
7.5

6.5

(«2) ~
OFRLNWAOIONO®OO
L

45
4 T T T T T T 1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tiempo, h Tiempo, h

1 oo 3 o123

Figura 6. Variaciones del pH en bagazo de cafia Figura 7. Variaciones del amoniaco en bagazo de

de azucar autofermentado e inocula- cafia de azlcar autofermentado e ino-
do conT. viride137 sin la adicion de culado corT. viride 137 sin la adicién
nutrientes (1), con nutrientes (2) y de nutrientes (1), con nutrientes (2) y

sin microbiota (3) sin microbiota (3).
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