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Resumen

La vinaza de la agroindustria alcoholera presenta alta variabilidad en su composicion, pH
bajo y color marrén oscuro asociado a compuestos tales como melanoidinas, caramelos y
compuestos fenoles. A estos compuestos se les han atribuido recientemente la causa de
los reiterados fracasos en los intentos por usar en alimentacion animal. Por tanto se plante6
como objetivo degradarlos mediante el complejo exoenzimatico del hongo P. ostreatus y
evaluar la inclusion de la vinaza tratada en dietas para rumiantes mediante la técnica de
desprendimiento de gases. Para el cultivo del hongo se utilizé un biodigestor experimental
sustrato solido de tamo de arroz y vinaza a razon de 1:2 (P/V), con 16 brix y pH 6,5. La
decoloracién se midié por absorbancia a 475nm, alcanzando hasta el 83% de decoloracién
y disminucién de la demanda quimica (DQO) y bioquimica (DBO) de oxigeno del 87,1y
92,3% respectivamente, asi como reducciéon en el contenido de solidos totales (gL ™) de
33,8 a 5,6 y solidos volatiles (gL™?) de 15,1 a 4,3. Con la vinaza tratada (VT) y sin tratar
(VST) se elaboraron dietas para rumiantes con 4 niveles de inclusion (3, 6, 9, 12%), mas
un testigo (sin vinaza), se determiné la produccion de gas in vitro, asi como el contenido
de MS, FDN, LDA, PC y cenizas. La dieta con VT al 9% fue la que mayor gas produjo
(48,4ml), quien no difiri6 del testigo (p<0,05). Al comparar VT con VST, la tasa de
degradacién, MS, FDN, LDA y tiempo de colonizacién no difieren (P<0,01), pero hay
diferencias en produccion de gas, PC y cenizas (P<0,01).

Palabras claves. Vinaza, melanoidinas, rumiantes, Pleurotus ostreatus



Abstract

Vinasse o slops is a byproduct of the Alcoholer agroindustry which shows high variability in
composition, pH low and dark brown color, this associated to compounds as melanoidins,
candies and phenols. This compounds have recently been attributed to them the cause of
repeated failures in attempts to use in animal feed. Therefore this study had as goal to
degrade these compounds by exo-enzyme complex of the fungus P. ostreatus and to
evaluate the inclusion of treated vinasse in diets for ruminants by gassing technique. For
the mushroom growing an experimental digester was used, with solid rice chaff and vinasse
substrate ratio of 1:2 (W/V), with 16 Brix and pH 6,5. Discoloration was measured by
absorbance at 475nm, reaching to 83% of discoloration, decrease in chemical demand
(COD) and biochemical (BOD) oxygen of 87,1 and 92,3% respectively, as well as reduction
in the content of total solids (gL™) of 33,8 to 5,6 and volatile solids (gL?) of 15,1 to 4,3. With
treated vinasse (TV) and untreated vinasse (UTV) diets for ruminants with 4 levels of
inclusion (3, 6, 9, 12%), and a control (without vinasse) were prepared; the gas production
was determined in vitro, as well as the content of DM, NDF, LDA, PC and ash. The diet 9%
VT was produced more gas (48,4ml), which did not differ from control (p <0,05). Comparing
VT with VST, the degradation rate, DM, NDF, LDA and colonization time did not differ (P<
0,01), but there are differences in gas production, PC and ash (P <0,01).

Key Words: Vinasse, melanoidins, ruminants, Pleurotus ostreatus
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Introduccidén

La vinaza es un efluente en la industria alcoholera, resulta al separar el alcohol del jugo de
cafia de azucar fermentado por medio de vapor a baja presion (Pereira et al., 1992;
Rodriguez et al., 2005). Se caracteriza por su alto contenido de sélidos, altos valores de
DBO y DQO, bajo pH (3,5 a 4,0) y color marrén intenso (Retes-Pruneda, 2014). La
composicion varia de acuerdo con las condiciones del proceso de fermentacion y
destilacion y segun la materia prima que se utilice (Scull et al., 2012), como también de la
variedad y la maduracion de la cafia de azucar (Garcia y Rojas, 2006). De este proceso se
obtiene de 10 - 18 litros de vinaza por 1 litro de etanol producido (Wadt, 2008; Ferreira,
2009; Becerra, 2009). En Colombia se producen cerca de un millén de litros de bioetanol
por dia, lo cual representa aproximadamente 10 millones de litros de vihaza diluida

compuesta en un 90% por agua y un 10% por materia organica y sales (Hernandez, 2009).

Uno de los problemas que enfrentan las industrias de la cafia de azlcar es el gran volumen
de residuos generados, la vinaza en particular tiene un alto potencial de contaminacion en
comparacion con otros residuos organicos producidos, por su alta carga organica, y
presencia de compuestos con estructuras quimicas complejas y resistentes a la
degradacién como las melanoidinas, que le confieren un intenso color marrén (Gonzales
et al., 2006; Wadt, 2008). Para disminuir los impactos ambientales de la vinaza, en las
destilerias de alcohol de nuestra region se retorna al proceso cerca del 70 % de la vinaza
diluida y el resto se concentra por medio de evaporacién alcanzando una concentracion
en sdlidos de hasta el 35% para luego utilizarla en la produccién de abono orgénico a
través del compostaje con cachaza. En otros casos, se concentra hasta el 55% para

utilizarla como fertilizante liquido (Hernandez, 2009).

Considerando la cantidad elevada de vinaza de cafia de azlcar generada a partir de la
produccion de etanol (Santos et al., 2014), y en busqueda de un alimento alternativo que

pueda reducir el costo de la alimentacion animal, el cual se encuentran alrededor del 70%



del total de los costos de produccion (De Oliveira et al., 2013) y las caracteristicas fisico-
guimico; la vinaza muestran potencialidades para ser usado en la alimentacion animal
(Scull et al., 2012), y como aditivo (Hidalgo, 2012). Su uso ha sido reportado en varios
paises tropicales y en Europa como un suplemento aditivo o alimento para rumiantes y
monogastricos (De Oliveira et al., 2013). En la mayoria de los casos no se han reportado

resultados favorables para dicho uso.

Gallo et al., (1986) encontraron en aves, que la ganancia de peso y el consumo disminuyen
a medida que se incrementan los niveles de vinaza. Igualmente Mora y Castro (2005),
recomiendan utilizar no mas del 3,75% de la racién para engorde de pollos. En ganado
lechero la inclusién de vinaza al 7% en el suplemento, afectan los parametros productivos
y recomienda utilizarla al 5% en el suplemento, para no afectar el estado metabdlico y
productivo del animal (Ferndndez et al., 2013). En cerdos, también se recomienda usar
niveles bajos de vinaza en las dietas, para no afectar el comportamiento productivo del
animal (Garcia et al., 1991).

Ante estos resultados, cabe entonces preguntarse cual es la causa real del problema de
la utilizacion de vinaza en mayores cantidades. La respuesta a este interrogante, podria
encontrarse basandose en estudios adelantados por Naik et al., (2008) los cuales afirman
gue la vinaza es una sustancia que se caracteriza por tener un color marrén oscuro debido
a la presencia de polimeros de alto peso molecular llamadas melanoidinas, que se forman
por la reaccion de Maillard y fenoles (acido tanico y himico) compuestos que son similares
a la lignina y que son sustancias recalcitrantes. Que ademas en el caso particular de las
melanoidinas tienen un efecto antimicrobiano (Arimi et al., 2014), por lo que su uso estaria
limitado en la alimentacion animal. No obstante, Ferreira (2009), estudio el hongo Pleurotus
sajor-caju, el cual puede actuar como degradante biolégico de estos compuestos a través
de enzimas lignoceluloliticas (Lacasa, Peroxidasa y Manganeso-peroxidasa) capaces de
decolorar la vinaza, causante de la toxicidad en alimentacion animal; si estos compuestos
son degradados por Pleurotus, se podria incluir la vinaza a niveles crecientes en alimentos
para rumiantes. La similitud estructural entre las melanoidinas y los acidos humicos y entre
éstos ultimos y la lignina; y por otra la inespecificidad de sustrato de algunas enzimas
ligninoliticas, sugieren que los hongos de podredumbre blanca deben tener la capacidad
de degradar los acidos huamicos y por lo tanto las melanoidinas presentes en las vinazas
(Gonzélez et al., 2006)
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Se plantea entonces, tratar la vinaza con Pleurotus ostreatus usando como sustrato solido
tamo de arroz e, indirectamente mejorar las caracteristicas nutricionales de este y asi

potencializar el uso de estos subproductos en la alimentacion animal.



1. Objetivo general

e Tratar la vinaza con Pleurotus ostreatus, usando como sustrato solido tamo de

arroz y evaluarla in vitro en dietas, para la alimentacion de rumiantes.
1.2. Objetivos especificos

e Establecer un método de cultivo para P. ostreatus usando vinaza de la
industria alcoholera.

e Estudiar y evaluar a P. ostreatus como degradante biol6gico de los
compuestos téxicos (melanoidinas) de la vinaza, mediante la reduccién de
la decoloracion, DQO y DBO.

e Evaluar la vinaza biodegradada a diferentes niveles en dietas para
rumiantes mediante la produccion de gas in vitro.

o Determinar los cambios en las propiedades fisicas y quimicas del tamo de

arroz, al ser utilizado como sustrato para P. ostreatus.
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2. Estado del arte

2.1. Vinaza

La vinaza es un material liquido que resulta de la produccién de etanol, ya sea por
destilacion de la melaza fermentada o de la fermentacién directa de los jugos de la cafa
de azlcar. Esta compuesta por materiales organicos y nutrientes minerales que hacen
parte de compuestos y constituyentes vegetales (Garcia y Rojas, 2006).

La Vinaza es el residuo de la industria alcoholera. Resulta al separar el alcohol del mosto
fermentado por medio de vapor a baja presion y su composicion es muy variable con
relacion a las destilerias, incluso dentro de la misma fuente (Pereira et al., 1992; Sarria 'y
Serrano, 2008).

Contiene alrededor del 93% de agua, la cual por evaporacion se lleva la vinaza diluida de
un 6% de solidos hasta una concentracion del 60%. Es muy rica en potasio y cantidades
apreciables de otros elementos esenciales para la nutricion de las plantas, como: Ca, Mg,
SO., Tabla 1 (Pereira et al.,, 1992; Mora y Castro, 2005). Su poder contaminante es
alrededor de un centenar de veces mas grande que las aguas residuales domésticas, esto
debido a su riqueza en materia organica, pH bajo (4,0 a 4,8), alta corrosividad, colores
oscuros, niveles altos de DBO que varia de 42.000 a 100.000 mg L'y DQO que van desde
10.000 a 210.000 mg Lty emiten un olor fuerte y caracteristico a alta temperatura en la
salida del destilador (Freire y Cortez, 2000; Retes-Pruneda, 2014).



Tabla 2-1. Composicién quimica de la vinaza.

Pardmetros Vinaza 100%
pH a 20°C 3,95
DQO (mg L) 42000
DBO (mg LY 11310
Sélidos Totales Suspendidos (mg L™) 5969
Conductividad (uS/cm) 8630
Solidos Totales Disueltos (ppm) 152126
Azucares reductores (mg L) 962
Nitrégeno Total Kjeldahl (mg/L) 70
Potasio (mgL?) 2272
Fosfato (como P) (mg L) 200
Magnesio (mg L?) 290
Sodio (mg L™?) <50
Calcio (mg L) 460
Sulfato (mg L) 1320
indice de fenoles (mg L™) 1,1

Fuente. (Ferreira, 2009)

La coloracion oscura de la vinaza es atribuido a la presencia de compuestos de alto peso
molecular, principalmente las melanoidinas y caramelos (Figura 1) que se forman por la
reaccion de Maillard y compuestos fenoles (acido tanico y hiumico) que son a menudo
sustancias toxicas, lo que hace que su uso sea limitado, ademas que generan serios
problemas de contaminacion ambiental (Pérez et al., 2006; Naik et al., 2008).

El color se considera una forma de contaminacion, por el dafio que causa y puede estar
asociada con la presencia de compuestos toxicos y grupos cromoforos, o polimeros de alto
peso molecular, tales como la lignina (Rodriguez et al., 2003). Durante el tratamiento de
los residuos, se debe prestar atencion a la reduccion o eliminacion de color, contribuyendo
asi a reducir el impacto en los ecosistemas donde se liberan (Rodriguez et al., 2003). Ya
gue al verter la vinazas en cuerpos de agua (si fuese el caso) se reduce la penetracion de
la luz, afectando a los organismos fotosintéticos disminuyendo asi los niveles de oxigeno
disuelto (Ortega, 2013). Alterando los ecosistemas acuaticos reflejandose en la mortandad
de la faunay flora (Gad y El Sayaad, 2010).
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2.1.1. Melanoidinas en vinaza

Las vinazas de destileria son los efluentes mas agresivos para el medio ambiente de todos
los producidos por las industrias de alcohol. Se generan en grandes voliumenes y tienen
un alto potencial de contaminacion, no sélo por su alta carga orgénica, sino por el color
oscuro que la caracteriza. El principal problema para el tratamiento de estos efluentes es
la presencia de compuestos de estructura quimica compleja y resistente a la degradacion,

las melanoidinas, que les confieren un intenso color marrén (Gonzéalez et al., 2006).

Las melanoidinas, son polimeros de alto peso molecular formados al reaccionar en
condiciones alcalinas, azlcares y aminoacidos (reaccion de Maillard), por la reaccion entre
los grupos amino y carboxilo de las sustancias organicas (Reynolds, 1968). Estos
compuestos se generan en las Ultimas etapas de esta reaccion, durante el procesamiento
y conservacion de algunos alimentos (Wang et al., 2011).

En ésta reaccion interactian un azucar reductor y una amina (aminoacido, polipéptido,
proteina) que se puede simplificar a dos etapas. En la primera, se forman productos del
reordenamiento Amadori, los cuales son compuestos de bajo peso molecular y en la
segunda dichos productos interactiian mediante reacciones de oxidacion, deshidratacion
y condensacion formando productos como las melanoidinas responsables de la coloracion
y compuestos volatiles responsables de olores (Nagai et al.,, 2012; Ortega, 2013). El
oscurecimiento es debido en gran parte a las melanoidinas de alto peso molecular, el
tiempo y la temperatura influyen en el peso molecular, mientras que el pH influye en la

estructura de las melanoidinas (Wang et al., 2011).

Las melanoidinas, pueden absorber la luz a longitudes de onda de hasta 420 nm y son
predominantemente responsable del color marrén caracteristico de los alimentos, tales
como café, cacao, pan, malta y vinaza. Las melanoidinas de los alimentos han sido
reportadas como compuestos aniconicos coloreados; la actividad antioxidante y otros
efectos bioldgicos de las melanoidinas de los alimentos han sido estudiados, a pesar de

esto, muy pocas estructuras de las melanoidinas han sido descritas (Wang et al., 2011).



Las melanoidinas tienen capacidad quelante que pueden formar complejos con metales
(Cammerer et al., 2012)
Figura 2-1.Estructura basica de la melanoidina.

0O-GLC

R=H, GLC or (GLC),

Fuente. (Naik et al., 2008; Cammerer et al., 2012)

2.1.2. Metales pesados presentes en la vinaza

La vinaza estd compuesta por elementos pesados como el Hierro (Fe), Cobre (Cu),
Manganeso (Mn) y Zinc (Zn), que al ser aportados al suelo en grandes cantidades pueden
llegar ser fuentes de contaminacion del suelo y el agua (Gnecco, 2007).

Se consideran como metales pesados aquellos elementos cuya densidad es igual o
superior a 5 gr/m3 cuando esta en forma elemental, o cuyo nimero atémico es superior a

20, excluyendo a los metales alcalinos y alcalino-térreos (Girén, 2008).

Girdn, (2008) evalué los usos de la vinaza, como fuente de fertilizante y de enmienda en
los suelos salinos y su posible efecto en la contaminacién del suelo y fuentes de agua
subterranea por el aporte de elementos pesados, encontré que, en este tipo de suelos y

aguas subterraneas, no se ve afectado por problemas de contaminacién por la aplicacion
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de vinazas al 10%; todos los elementos pesados se incrementaron en el suelo con respecto
a su valor inicial, pero no llegaron a los valores medios criticos para considerar que exista

contaminacion de los suelos.

2.2. Usos de la vinaza

Gonzales et al.,, (2004) sefiala opciones como: reutilizaciébn en el mismo proceso de
fermentacion, abono en cultivos agricolas que provee la materia prima, fermentarla en
condiciones anaerébicas para la produccién de CH; usado como combustible en la
destilacion, recuperar la proteina unicelular obtenida por el tratamiento aerdbico de la
vinaza para alimentacion animal, venta de la vinaza purificada y concentrada para el uso
directo en produccién pecuaria, previos estudios nutricionales y produccion de cenizas
potésicas para el mercado de los fertilizantes (Gonzales et al., 2004; Sarria y serrano,
2008).

2.2.1. Vinazas en produccion animal

De los trabajos realizados en nutricion animal con vinaza, el estudio realizado por
Fernandez, (2012) se puede considerar uno de los mas completos encontrados en nuestro
medio en nutricion de rumiantes, al tomar en cuenta la mayoria de las variables que se
pueden ver afectadas por el tipo de dieta en el animal. Este autor estudié, la vinaza de la
industria alcoholera a diferentes niveles (3, 5y 7%), como ingrediente en la formulacion de
suplementos concentrados para ganado de leche especializado y determino el efecto en
el estatus metabdlico del animal y la produccién y composicion de la leche. No encontré
diferencias (p<0.05) en el perfil metabdlico de los animales, pero si en la leche corregida
por grasa al 4% con inclusion del 7% de vinaza en el suplemento. Concluyendo, que la
vinaza se puede utilizar en ganado lechero de alta produccién en un nivel del 5% en el
suplemento (35% del total del alimento, base seca) sin interferir en el estado metabdlico y

productivo del animal.

Garcia et al., (1991) realizé un experimento en cerdos para medir el comportamiento

productivo en etapas de crecimiento y finalizacion, utilizando 3 niveles de harina de vinaza



(5, 10 y 15%), en reemplazo de grano de sorgo y torta de soya, encontrando como
resultados que la vinaza puede usarse a niveles bajos sin afectar el comportamiento

productivo.

En rumiantes Molina et al., (1994) utilizaron la vinaza como reemplazo de la melaza en la
fabricacion de blogues multinutricionales reporta un consumo de 260 g/an/dia de bloque y
una ganancia de peso de 582 y 561g/an/dia, sin (melaza 50%, urea 20%) y con vinaza
(vinaza 50%, urea 20%) respectivamente. Destacandose la disminucién en consumo de la
dieta base de cafia integral (14 vs 13 kg/an/dia), la ganancia de peso y la buena estructura
fisica del bloque; esta pequefia cantidad de vinaza (130 g/an/dia) tiene un gran efecto

negativo, encontrado en forma reiterada en los trabajos realizados.

Gallo et al., (1986) evaluaron la inclusion de vinaza en agua de bebida en pollo de engorde
donde encontraron, que para las variables ganancia de peso, consumo de alimento y
conversion alimenticia, existe un efecto adverso a medida que se incrementé la
concentracion de vinaza en el agua de bebida, haciéndose mas evidente en
concentraciones de 75y 100%. Sin embargo, los pollos que consumieron concentraciones
de vinaza hasta el 50%, mostraron un comportamiento aceptable con respecto a los que

no consumieron vinaza.

Mora y Castro, (2005) utilizaron vinaza deshidratada (92,7%) y evaluaron el efecto a
diferentes niveles de inclusion, donde para la fase de cria (1 a 21 dias) con niveles de 7,5
y 15%, por problemas de humedad excesiva de la cama, atribuibles al uso de vinaza,
desencadenaron problemas de alta mortalidad. No obstante, estos mismos autores
encontraron que los pollos, que recibieron niveles de 2,5 a 5% de vinaza en los 28 a 42
dias presentaron biolégicamente un rendimiento productivo ligeramente inferior, al
tratamiento control (sin vinaza), con un consumo similar, lo que indicaria que se podria
incluir hasta un 3,75% de vinaza como maximo para esta etapa. Finalmente concluyen que
el principal limitante para el uso de vinaza estaria en la alta humedad que se genera en las
camas que lo atribuyen al alto contenido de potasio en la vinaza.

Por su parte Waliszewski et al., (1997) reporta una gran variabilidad en la composicion de
la vinaza y postulan que el uso de vinaza es limitado en la alimentacién animal, debido al
pH (3,4 a 4,0) acido que es caracteristico de todas las vinazas. Pues al evaluar la vinaza

en la alimentacion de pollos de engorde, después de neutralizar el pH (5,5 a 6,0) a niveles
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de 2, 4y 6% de vinaza en la dieta, encontraron que el consumo de alimento y la ganancia
de peso aumento, con respecto al testigo (sin vinaza); aunque a partir del 2% se
presentaron excretas acuosa y consideran que se puede utilizar hasta un 4% de vinaza en

la dieta.

Xu et al., (2008) plantean que la lignina libre podria inhibir la hidrolisis enzimatica; La
enzima celulasa reacciona con la lignina formando un complejo irreversible (proteina-
lignina) inactivo y por tanto afecta negativamente la hidrolisis enzimatica, que bien pudiera
explicar la disminucién de la digestibilidad y consumo que se encuentran en la mayoria de

los trabajos realizados con vinaza (melanoidinas) en la alimentacion de rumiantes.

Desde otro enfoque novedoso Hidalgo, (2012) plantea que la vinaza es un residuo que
presenta un alto contenido de &cidos organicos y otros compuestos, los que hacen que al
emplearse como aditivo, esta pueda mejorar el comportamiento productivo, sanitario y
econdémico de aves ponedoras; trazd como objetivo evaluar la productividad y la salud de
pollitas de reemplazo y gallinas ponedoras usando vinaza como aditivo. Atribuye a la
presencia de acidos organicos, fenoles, levaduras y lactobacilo en la vinaza, las
potencialidades para ser utilizado como aditivo en la produccion avicola; encontrdé que a
niveles de 0;1; 1,5 y 2 %, no produjo cambios en el comportamiento productivo, en la
morfometria de los érganos inmunolégicos ni en la mayoria de los segmentos del TG, asi
como un desarrollo significativo de los segmentos del aparato reproductor y un mayor
namero de foliculos a medida que se aumenté el nivel de vinaza. Observo cambios en la
coloracién del higado y mayor distension del ciego a medida que se incrementd el nivel en
la dieta; Con la inclusién del 1% de vinaza concentrada en la dieta de gallinas ponedoras
se produjo una mejora en la produccion de huevos desde la semana 20 a las 60 y una

mayor persistencia de la curva de postura; asi como una factibilidad econémica.

2.2.2. Vinaza en suelos

Cuando se aplica al suelo, la vinaza puede promover la mejora de su fertilidad,
beneficiando de alguna manera la produccion de los cultivos. Sin embargo, la cantidad no
debe exceder su capacidad para retener iones, es decir, la dosis dependera de acuerdo

con las caracteristicas del suelo. Cuando se utiliza en proporciones desequilibradas,



resultar en la lixiviacion de diferentes iones, especialmente el nitrato y potasio (Silva et al.,
2007).

El procedimiento de ferti-irrigacion utilizando la vinaza de cafia de azucar se ha utilizado
como enmiendas del suelo como sustituto de fésforo, potasio y fertilizantes inorganicos,
sin embargo se requiere recomendaciones especificas para cada condicion edafoclimética
y asi evitar dafios al medio ambiente (Mello et al., 2013).

Ademas, el pH bajo, conductividad eléctrica, y los elementos quimicos presentes en la
vinaza de cafa de azucar pueden causar cambios en las propiedades quimicas y fisicas
de los suelos, con descargas frecuentes durante un largo periodo de tiempo y también
tener efectos adversos en la biota en general (Christofoletti et al., 2013).

Lotero, (2006) encontré que la aplicacion de las vinazas al suelo genera cambios en
algunas de sus caracteristicas fisicas, quimicas y biol6gicas, como son: pH, disponibilidad
de nutrientes principalmente K, cambios en la materia organica, capacidad de intercambio

cationico, conductividad eléctrica y la actividad bioldgica

Becerra, (2009) encuentra que la velocidad de transporte de solutos en el suelo es lenta.
La aplicacion de vinaza pura en todas las texturas que se estudiaron, disminuyé la
capacidad de intercambio catiénico; A mayor concentracion de vinaza mayor es el tiempo
gue se requiere para la prueba de desplazamiento miscible haciendo uso de menor

volumen de poros desplazados.

Gasca, (2010) demostrd que la aplicacién de vinaza contribuyo a mejoras, como es la
reduccion de los niveles de porcentaje de sodio intercambiable (PSI) y relacion de
adsorcion de sodio (RAS) en el suelo, aunque estadisticamente no fueron significativos.
Concluye que, la aplicacion de vinaza influy6d favorablemente en algunas propiedades

fisicas, quimicas y biol6gicas del suelo.

Lotero, (2012) en la aplicacion de vinaza al suelo; en lo que corresponde a la biota del
suelo, encontré que en general los efectos de la aplicacion de la vinaza con las diferentes
dosis produjeron cambios en algunas poblaciones microbiales, aumentando o
disminuyendo las diferentes poblaciones en el suelo, siendo mas notorio, el efecto negativo

ya que la gran mayoria de estas poblaciones disminuyeron.
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2.3. Procesos biotecnoldgicos

Los procesos biotecnolégicos han sido considerados como una alternativa a la generacion
de bienes y servicios debido a la forma de transformar los residuos en productos Utiles, a
menudo las industria que producen residuos ha sido pionero en el uso del potencial de los
bioprocesos (Ferreira, 2009). Dentro de este contexto, los hongos juegan un papel
importante en el proceso de bioconservacién ya que pueden reducir la cantidad de
desechos y minimizar la contaminacién por reduccién de DQO y DBO, formando productos
de interés para la industria de alimentos, papel, farmacos, enzimas de interés ambiental

(Ferreira, 2009), fertilizantes (Quintero, 2003) y alimentacién animal (Barros, 2009).

2.4. Hongos basidiomicetos

Son hongos que producen esporas (basiodiosporas) de origen sexual en una estructura
especializada llamada basidio. En la fase vegetativa los basidiomicetos se denominan
micelio, que comprende a su vez muchos filamentos reptados llamados hifas (Moreira,
2006).

Este tipo de hongos presentan un papel clave en el ciclo de los nutrientes y el
mantenimiento de los ecosistemas, ya que actla sobre la degradacién de la materia
organica, puesto que estos presentan un sistema de enzima extracelular capaz de romper
una gran cantidad de enlaces quimicos diferentes (Eggen, 2000).

El género Pleurotus ssp, se encuentra de forma natural en materiales lignocelulésicos
(Obodai et al., 2003). Son conocidos como productores de enzimas extracelulares tales
CoOmo manganeso-peroxidasa, peroxidasas y lacasas, formando un complejo enzimatico

degradante de lignina y diversos contaminantes organica (Cohen, 2002).



2.4.1. Enzimas ligninoliticas

Lacasa: Es una enzima que pertenece a la familia de las multicobre-oxidasas, que oxida
principalmente los compuestos fendlicos, que actla sobre las cadenas laterales y la ruptura
de anillos aromaticos (Duran y Esposito, 1997). Estas enzimas son producidas por la
mayoria de los basidiomicetos y su peso molecular variar de 45 a 100 kDa (Moreira, 2006),
dependiendo de la especie y de la isoforma; las enzimas lacasas son fenoloxidasas,
producidas por hongos y plantas y no dependen de H,O; para su actividad (Azevedo,
2004).

Las lacasas son secretadas al medio extracelular por el micelio de basidiomicetos,
ascomicetos y deuteromicetes, siendo los basidiomicetos de podredumbre blanca de la
madera los que mas lacasa producen (Gianfreda y Bollag, 1994). Su capacidad para
catalizar la oxidacion de fenoles y otros compuestos aromatico permite que las lacasas se
utilicen en muchas aplicaciones industriales como deslignificacién, en la produccion de
etanol, la modificacion de las fibras de madera, blanqueo de colorantes en procesos de
textiles, sintesis de productos quimico/medicinal y recuperacion de suelos y aguas

contaminadas (Moreira, 2006).

Estas enzimas son generalmente extracelulares que estan ligadas a la membrana celular
(Szklarz et al., 1989). La produccion de lacasas se puede ver afectada por varios factores
durante el desarrollo del hongo, como la composicion del medio de cultivo, pH, temperatura

y aireacion (Kahraman y Gurdal, 2002).

Peroxidasa: Son un grupo de enzimas oxi-reductasas que catalizan la reduccion del
peréxido y la oxidacion de una variedad de sustratos organicos e inorganicos (lkehata et
al., 2004). Su accién enzimética viene de la reduccion ciclica de un atomo de hierro en el
grupo hematina en presencia de H»O,, la enzima combinada con esta molécula, forma un

complejo que puede oxidar una variedad de donantes de electrones (Dellamatrice, 2005).

Estas exoenzimas son dependientes de H»O; para actuar sobre la lignina, Jugando un
papel importante durante la degradacion del sustrato (Pompeu, 2010). La peroxidasa es

conocida por su capacidad para eliminar grupos fendlicos y aminas arométicas a partir de
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soluciones acuosas y también decoloracion de los efluentes de la industria textil. Estas
enzimas se producen en mas de una forma molecular en la misma especie en el mismo

tejido, o incluso en la misma célula (Gillikin y Graham, 1991).

Manganeso-Peroxidasa: La manganeso peroxidasa (MnP) es una enzima extracelular,
glicosilada, con peso molecular de 45-47 kDa y es dependiente del hidrogeno y del ion
Mn*2par cerrar su sitio activo (Azevedo, 2004) y es el Mn®** quelado el que actlla como
agente difusible oxidando las unidades fendlicas (Kuwahara et al., 1984). Este ion oxida
ciertas estructuras aromaticas no fendlicas de la lignina, resultando en la formacién de
radicales libres que reducen Fe*e iniciar reacciones con la participacion de radicales
hidroxilo. Durante la oxidaciéon de la lignina, Mn*® se estabiliza por quelato y &cidos
organicos, actuando asi como mediador de bajo peso molecular. Este sistema MnP es lo
suficientemente fuerte para enlaces entre carbonos y degradan las estructuras no-

fendlicos de la lignina, restando hidrogeno del anillo aromatico (Higuchi, 2004).

2.5. Ubicacion taxondmica del género Pleurotus spp

El género Pleurotus. Spp, pertenece a la clase basidiomicetos que comprende a los hongos
superiores, cuya principal caracteristica es la presencia de basidios o protuberancias sobre
los cuales se producen las basidiosporas. La familia Tricolomatacea esta constituida por
especies que producen esporas y que presentan coloracion entre hialino a rosa (Kirk et al.,

2001). Ubicacion taxonémica del género Pleurotus (Kirk et al., 2001):

Reino Fungi

Phylum Basidiomicete
Clase Homobasidiomicete
Orden Agaricales

Geénero Pleurotus

Familia Tricholomataceae
Especie spp

La taxonomia del género es muy compleja debido a un alto grado de variabilidad

morfoldgica de los basidiocarpos o cuerpos fructiferos, la cual es atribuida principalmente



a factores ambientales, debido a esto, una misma especie puede ser identificada bajo
diferentes nombres. Otros factores que hacen compleja la taxonomia del género son la
plasticidad fenotipica y la variabilidad genética; se han hecho enormes esfuerzos para
clasificar las especies del género Pleurotus por medio de criterios morfoldgicos,
fisioldgicos, bioquimicos y genéticos (May y Royse, 1988; Zervakis et al., 1994; Iracabal et
al., 1995).

2.5.1. Cinética de crecimiento micelial de los hongos

Los estudios sobre cinética del crecimiento de microorganismos se han realizado
fundamentalmente con bacterias y levaduras, las cuales difieren enormemente con los
hongos filamentosos. El crecimiento de una colonia de organismos unicelulares se lleva a
cabo por el incremento de individuos dentro de dicha colonia, mientras que en los hongos
se efectla por la elongacién y ramificacion de las hifas. Se sabe que la sintesis de
componentes celulares, la absorcién de agua por la hifa y la presién de turgencia juegan
un papel importante en la elongaciéon del apice; sin embargo, poco se sabe sobre el

fenébmeno de ramificacion (Aguilar, 2007).

El crecimiento de un hongo puede iniciarse a partir de una espora o de una fraccion viable
de la hifa. Dicho crecimiento se da en forma apical porque la elongacién de la superficie
se presenta en un punto y no en toda la célula; esta caracteristica ocasiona que las células
de los hongos (exceptuando las levaduras) tengan una estructura cilindrica, la hifa,
delimitada por una pared que se extienden de manera ramificada para formar un sistema

hifal conocido como micelio (Sanchez y Royse, 2001).

2.5.2. Crecimiento micelial

El crecimiento del micelio, varia segun el medio de cultivo, ya sea medio liquido o sélido.
En el primero crece s6lo sobre la superficie cuando el liquido esta en reposo; pero si el

medio es permanentemente agitado, pueden crecer en todo el volumen. Segun las
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condiciones, el hongo puede o no formar pequefias esferas de micelio denominadas
“pellets”. En medio liquido, los hongos suelen presentar un desarrollo tipico, similar al de
otros organismos y que consta de las siguientes fases: de adaptacion o Lag, exponencial

o Log, estacionaria, declinaciéon y muerte.

2.5.3. Métodos de cultivo de hongos lignoceluliticos

Los cultivos de hongos para produccion de enzimas y alimentos se realizan
fundamentalmente mediante los métodos de fermentacion superficial o sumergida siendo

este Ultimo el mas utilizado.

Sumergidos: Este método consiste en sumergir el organismo (hongo) en una solucion
acuosa que contiene los nutrientes necesarios para su reproduccion; La efectividad de este
proceso se logra a través del control y el ajuste de: velocidad de agitacion, pH, oxigeno y
temperatura del medio. Esto con fin de lograr la maxima tasa de crecimiento del organismo,
0 para conseguir rendimientos maximos del producto. Para esto el biorreactor de
fermentacion sumergida deben ser previamente esterilizado y el proceso se debe lleva a
cabo asépticamente (Nokes, 1999)

Superficial: Este proceso es conocido como en estado sdlido o cultivo de superficie, este
método consiste en el crecimiento del organismo en materiales sélidos sin la presencia de

liquido libre (Cannel y Moo-Young, 1980).

En esta técnica, el agua esta unida al sustrato de donde los microorganismos toman los
nutrientes y el agua para su desarrollo; debido a que no hay liquido libre, es decir que el
sustrato no esta sumergido en el agua, los microorganismos pueden tomar mas facilmente

el oxigeno que en un sistema de fermentacion sumergido (Nokes, 1999)

El equipo donde se lleva a cabo la fermentacion es llamado “biorreactor” el cual
proporciona las condiciones de operacion adecuadas para que el organismo produzca el
compuesto bioactivo deseado (Ruiz et al., 2007; Mitchell et al., 1992). Los Biorreactores
son los equipos donde se realiza el proceso de cultivo (también cominmente denominado

“fermentador”), sea en estado sélido o liquido, su disefio debe ser tal que asegure



homogeneidad entre los componentes del sistema y condiciones Optimas para el

crecimiento microbiano y la obtencién del producto deseado (Ruiz et al., 2007).

2.6. Residuos agricolas en la alimentacion de rumiantes

La ganaderia desempefia un papel importante como recursos de subsistencia de la
poblacién que vive en los paises en desarrollo, sin embargo, la mayoria de estos se
enfrentan al problema de escasez de recursos alimenticios; Los pastizales estan
degradados y mal administrados y el area bajo cultivos de forraje verde se esta reduciendo
debido al aumento de la poblacién humana y la urbanizacion. Como resultado la mayor
parte del alimento para rumiantes disponible son los residuos de cosecha que son de baja
digestibilidad, bajo valor nutritivo, fibrosos y voluminosos; ademas estos recursos
forrajeros tampoco se administran de la mejor manera, especialmente cuando se trata en
abundancia (FAO, 2012).

La disponibilidad de residuos de cultivos varia con la estacion y el lugar, en algunas zonas
hay deficiencia en ciertas épocas del afio, en otros una deficiencia permanente, mientras
gue en otras zonas en determinados periodos del afio se encuentran disponibles en
abundancia, pero se pierden en gran medida, es asi como pajas por valor de millones de
ddlares se queman en los campos en estos lugares después de las cosechas, aparte del
despilfarro de un alimento potencialmente (til, la quema provoca la contaminacién
ambiental y la degradacion de la fertilidad de los suelos (FAO, 2012). Sin embargo, su
utilizacion esta limitada principalmente por su bajo contenido de proteina y elevados
niveles de lignina (Peldez, 2010; Akin et al., 1993).

2.6.1. Pajade arroz

Durante la cosecha de arroz, una de las practicas mas frecuente realizada por los
agricultores es la de eliminar la paja, la cual es quemada en el campo debido a la dificultad
y elevado costo de su retirada, nulo aprovechamiento (Abril et al.,, 2009) y baja

digestibilidad (Alvarez y Combellas, 2005) este Ultimo a causa de su composicion
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nutricional con valores de 82% FDN (Van Soest, 2006), MS 90%, TDN 44%, PC 4,3%, Ca
0,2% y P 0,08% (Drake, 2002)

Segun el DANE, en el primer semestre de 2014 el area sembrada de arroz a nivel nacional
fue 240.588 ha, con un rendimiento promedio de 5,3t/ha aproximadamente, a su vez este
tiene una relacién de grano/paja de 1/1,2. Lo cual se constituye en un residuo de cosecha
disponible en altas cantidades, que de ser aprovechado de la mejor manera, seria una
alternativa de alimentacion para el ganado bovino, especialmente en situaciones de déficit

forrajero.

En algunas zonas de manera circunstancial, esta paja es utilizada en la alimentacién de
rumiantes, debido a la capacidad de estos para nutrirse de alimentos con altos contenidos
de fibra; sin embargo el alto contenido de lignina y bajo contenido de proteina de estos
residuos minimiza su aprovechamiento al reducir significativamente su digestibilidad
(Hungate, 1988; Pelaez, 2010; Akin et al., 1993; Abdel-Hamid et al., 2013). Frente a esto,
se han utilizado diferentes métodos para producir la deslignificacion o ruptura del complejo
carbohidrato lignina y favorecer asi el acceso de los microorganismos ruminales a los

carbohidratos estructurales, mejorando su digestibilidad (Montafiez et al., 2007).

Los tratamientos biol6gicos con hongos lignoceluloliticos como Pleurotus spp, se pueden
utilizar como un medio para mejorar la digestibilidad de estos subproductos, ya que estos
hongos tienen la capacidad de disminuir los componentes de la pared celular debido a su
capacidad para sintetizar enzimas fibroliticas y asi aumentar la digestibilidad de los

subproductos agricolas fibrosos, como la paja de arroz (Pelaez, 2010; Akin et al., 1993).

Se encuentran reacciones quimicas que ayudan a mejorar el proceso de digestibilidad. Se
ha demostrado que la mayoria de los tratamientos con amoniaco y urea han contribuido a
un cierto aumento de la digestibilidad y la ingesta de este subproducto (Van Soest, 2006).
El tratamiento con urea o amonificacion tiene como objetivo degradar la estructura de la
fibra y aportar nitrégeno. El uso de urea tiene la gran ventaja de que es facil y seguro de
usar, y proporciona una fuente de proteina cruda (Kategile et al., 1981; Emtenan te al.,
2012). Se ha demostrado que la digestibilidad in vitro de la MS mejora de un 45 a un 62%
(Emtenan te al., 2012); la desventaja del amoniaco y la urea es que son bases mas débiles
gue el hidréxido de sodio (Van Soest, 2006), el cual ha sido ampliamente por estudiado

por Jackson, (1977). El método de Beckmann como es conocido al tratamiento alcalino,



consiste en remojar la paja en soluciones alcalinas diluidas durante 24 horas y luego se
lava con agua; esto conlleva a un incremento de la digestibilidad entre un 40 a 70%
aproximadamente. Si bien este proceso ha sido conocido hace méas de 50 afios, no ha sido
de gran aplicacion, debido a los altos costos del tratamiento. Se ha demostrado que el
tratamiento de alcalinizaciéon con NaOH aumenta significativamente la digestibilidad y el
aumento del paso de la fibra (Klopfenstein, 1978). Sin embargo, se ha encontrado que este
tipo de tratamiento incurre con una considerable pérdida de la materia seca incluyendo
valiosa materia organica soluble (Sundstal y Owen, 1984) asi también este tratamiento
puede ser una causa de contaminacion ambiental, por el alto contenido de sodio (Sundstol
y Coxwoth, 1984).

2.7. Evaluacion nutricional de los alimentos mediante la

técnica de produccion de gas in vitro

Una de las mayores limitaciones, de la produccién ganadera es la escasez, calidad y
fluctuacion del suministro de alimento durante todo el afio. Es asi como proporcionar una
alimentacioén adecuada y de buena calidad al ganado, elevar y/o mantener su productividad

es y sera un gran desafio (FAO, 2012).

El ganado se alimenta de los residuos de la agroindustrial y de subproductos agricolas
como paja de cereales, cogollo de cafia de azucar, que por lo general contienen alta
proporcion de lignina y son pobres en proteina, energia, minerales y vitaminas (FAO,
2012). Por lo tanto, el uso de una simple, pero robusto técnicas para la evaluacion de la
calidad nutricional de estos alimentos, contribuirdn a una utilizacion mas eficiente de los

mismos (Tedeschi et al., 2008).

Existen varias técnicas para determinar el patrén de fermentacion de alimentos a través de
incubacién en fluido ruminal (Tilley y Terry, 1963; Menke et al., 1979; Theodorou et al;
1994; Mehrez y Orskov, 1977). Sin embargo algunas de estas técnicas, son muy laboriosas
y costosas, con gran variacion de los resultados y dificil de estandarizar (Huntington y
Givens, 1995). Las técnicas que utilizan incubacién in vitro con fluido ruminal se han
descrito y utilizado para determinar el patron de fermentacion de los alimentos (Tilley y

Terry, 1963) principalmente debido a su facilidad de uso y bajo costo.
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La fermentaciéon ruminal in vitro, ha sido utilizada para la evaluacién nutricional de la
calidad de los forrajeros. Esta técnica proporciona bases para el desarrollo de estrategias
de alimentacion, evitando perdidas y reduciendo la producciéon de metano de los rumiantes.
También permite evaluar los forrajes puesto que produce resultados con precision y
repetitividad (Getachew et al.,, 1998). Ya que segun Menke y Steingass, (1988) la
produccion de gas de un alimento incubado con liquido ruminal, estd directamente

relacionada con su digestibilidad.

La produccion de gas in vitro, se ha utilizado para evaluaciones nutricionales de los
alimentos para animales, basado en su patrén de gas acumulado, cuando se incuban con
fluido ruminal en condiciones anaerébicas. Fue propuesta inicialmente por Menke et al.,
(1979) para evaluar la digestibilidad y energia metabolizable de los alimentos usados por

los rumiantes.

Han sido propuestos y estandarizados diferentes ajustes al método original, por distintos
autores (Menke y Steingass, 1988; Blummel et al., 1997; Theodorou et al., 1994; Cone et
al., 1996; Beaubien et al., 1988; Pell y Schofield, 1993), lo que ha originado avances, asi
como controversias entre los mismos. También se han propuesto distintos modelos
matematicos, para ajustar los datos de produccién de gas in vitro en funciones no lineales,
transformaciones logaritmicas, regresién maltiple, minimos cuadrados (Lopez et al., 1999;
Tedeschi et al., 2008).



3. Materiales y metodos

3.1. Materiales

Se utiliz6 una cepa de Pleurotus ostreatus del laboratorio de insumos biolégicos
FUNGICOL S.A.S. (Palmira Valle).

Vinaza, proveniente de la planta de destilacion de alcohol del Ingenio Providencia (Palmira
Valle), con una composicién promedio como se presenta en la Tabla 2

Tabla 3-1.Composicién quimica de la vinaza

Componente  Promedio SD

Brix 16,1 1
pH 4,2 0,1
M.O % 7,7 3
N-Total % 0,45 0,2
P,0s5 % 0,05 0,01
CaO % 0,88 0,6
MgO % 0,33 0,05
K20 % 0,89 03
NaO % 0,04 001
S (ppm) 0,39 0,2
B (ppm) 20,1 11
Cu (ppm) 17,1 25
Fe (ppm) 222,9 100
Mn (ppm) 1352 271
Zn (ppm) 44,9 36

Fuente Laboratorio Quimica de Suelos Ingenio Providencia SA, 2014
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Para el cultivo del hongo en sustrato sélido, se utiliz6 tamo de arroz proveniente del
departamento del Tolima, suministrado por la granja Mario Gonzalez Aranda de la

Universidad Nacional de Colombia sede Palmira.

3.2. Métodos

3.2.1. Ensayos preliminares

Con el propésito de estandarizar el método de cultivo de P. ostreatus en vinaza, se

realizaron ensayos previos de la siguiente manera:

Ensayo “a” acondicionamiento del pH: Se llevé el pH de la vinaza de 4,2 a 6,5 con la
adicién de: carbonato de calcio (CaCO:s), bicarbonato de sodio (NaHCO3) e hidroxido de
sodio (NaOH), obteniendo 3 soluciones distintas; posteriormente con cada una de éstas,
se cultivd el hongo en caja de Petri a diferentes concentraciones de vinaza, en un medio
de PDA (Potato Dextrose Agar), segun la metodologia propuesta por Ferreira, (2009): en
1l de agua, se adiciona 30g de extracto de malta, 3g de peptona de harina de soya y 15¢g
de agar; se llevé al autoclave a 15lb 121°C /15minutos y se dejé incubar por un periodo de
6 a 7 dias a 30°C (+ 1°C), la evaluacion se realiz6 de observando el radio de crecimiento
del hongo de forma cualitativa.

Se evaluaron 12 tratamientos con 3 repeticiones de la siguiente manera:

0 PDA (50%) + vinaza (50%)

0 PDA (25%) + vinaza (75%)

CaCO; [ PDA (75%) + vinaza (25%)
N Agar (3%) + vinaza (97%)
PDA (50%) + vinaza (50%)

0 PDA (25%) + vinaza (75%)

NaHCO; [] PDA (75%) + vinaza (25%)
0 Agar (3%) + vinaza (97%)
PDA (50%) + vinaza (50%)

NaOH PDA (25%) + vinaza (75%)

0 PDA (75%) + vinaza (25%)

0 Agar (3%) + vinaza (97%)



Ensayo “b”: cultivo en sustrato liquido (vinaza): Para el cultivo en sustrato liquido, se
utilizé vinaza con dos diluciones (70% y sin diluir) a pH de 6,5; esto se realiz6 en recipiente
con 100ml de vinaza esterilizada a 15Ib,121°C/15 minutos; después que esta alcanzo una
temperatura ambiente, se inoculo adicionando tres discos del hongo, provenientes del
cultivo de la caja de Petri y se colocaron en un agitador durante 15 dias a 180 RPM a
28+2°C bajo condiciones de oscuridad, midiendo la absorbancia a 475nm cada 7 dias, de
acuerdo a la metodologia propuesta por Ferreira, (2009).

Ensayo “c”: Bioreactor con recirculacion de la vinaza: El hongo se inoculo en paja de
arroz previamente esterilizada (15lb,121°C/1h), en un biorreactor artesanal, disefiado de
tal manera que la vinaza impulsada por una bomba, pueda recircular por el sustrato solido
gue contiene el hongo, esto con el fin de poder aprovechar las exoenzimas y asi decolorar

la vinaza la cual se midié por absorbancia a 475nm cada.

3.2.2. Preparacion y multiplicacion del hongo

El hongo se cultivé en un medio de PDA, segun la metodologia propuesta por Ferreira,
(2009) descrita anteriormente, seguidamente se pasoé a cajas de Petri con 10 ml de medio

y se inoculé con el hongo; esto se incubd por un periodo de 6 a 7 dias a 30°C (+1).

Para el almacenamiento, se coloc6 en bolsas de polipropileno con 500g de trigo
previamente humedecido (60 a 70%) y se esterilizado (15 Ib, 121°C/1h). En seguida se
inoculé 3 cajas de Petri en el trigo (Figura 3); el cual se puede almacenar hasta por 2
meses. Todo esto se realizé en cAmara de flujo laminar en condiciones estériles para evitar

la contaminacion.

37



Figura 3-2. Esquema de preparacion y adecuacion del inoculo.

humedad

6. Aimacenaje en refrigerador | 5. Trigo + hongo 20 dias | 4.Trigo  esteriizado e
del hongo hasta por 2 meses | después de la inoculacion inoculado con el hongo

3.2.3. Preparacion y adecuacion del sustrato (tamo de arroz y

vinaza)

El tamo de arroz, fue picado en tamafo de 2+1 cmy remojado hasta alcanzar una humedad

entre el 60 a 70% y posteriormente se llevé al autoclave a 15 Ib, 121°C/1h.

La vinaza que inicialmente tiene un pH de 4,2, se llevé a 6,5 con la adicién de carbonato
de calcio (CaCO:s), esto basado en los ensayos preliminares de estandarizacion; luego una
parte de esta se llevd a una dilucion del 70%, adiciondndole agua, quedando como
resultado dos niveles de vinaza (diluida 70% y sin diluir) y se esteriliz6 (15 Ib, 121°C/1hora).



3.2.4. Procedimiento para el cultivo del hongo en vinaza

Una vez que los materiales fueron previamente adecuados (hongo, vinaza y tamo de
arroz), se inocul6 el hongo en el tamo de arroz, a una proporcion de 5kg de tamo por 250¢g
del inoculo dispuesto en el trigo de acuerdo a la metodologia propuesta por CENICAFE,
(2004) adaptado por FUNGICOL, (2014); esto se hizo en recipientes con capacidad de 20

litros cada uno.

Basados en los estudios preliminares de estandarizacion y teniendo en cuenta que al
reemplazar totalmente la fuente de carbono de la que se alimenta el hongo, se puede
generen un estrés en la etapa inicial de adaptacién y se puede limitar o inhibir el
crecimiento de este, y por lo tanto la produccion de enzimas (Rangel, 2012), fue necesario
dejar que el hongo colonice el tamo por un periodo de 20 dias, para luego adicionar la

vinaza.

Trascurrido este tiempo (20dias), se adiciono a los biorreactores la vinaza a razon de 1:2
peso volumen (P/V), procurando que tuviese poca disponibilidad de aire, para impedir que
el hongo fructifique, puesto que solamente interesa el crecimiento vegetativo de este
(micelio) y en consecuencia la actividad enzimatica del mismo. Los biorreactores se
mantuvieron a una temperatura y humedad relativa de 28°C (+ 2) y 60% (+ 10)

respectivamente, todo esto bajo condiciones de oscuridad.
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Figura 3-3. Esquema de la metodologia para el cultivo del hongo con vinaza.

E]

-

-
Eas

1. Tamo de arroz 2. Bioreactores + tamo picado | 3. Esterilizacién del tamo
y humedecido

6. Adicién de la vinaza a los
bioreactores

-

7. Incubacién de biorreactores | 8.Biodegradacion y toma de | 9. A vinaza tratada con hongo
en oscuridad por 36 dias muestra cada 7dias por 36dias | B. Vinaza sin tratamiento




3.2.5. Biodegradacion de la vinaza

La biodegradacion de la vinaza se evalué cada 7 dias por el transcurso de 36 dias,
mediante el calculo del porcentaje de decoloracion (PD%), a partir de medidas de
absorbancia a una longitud de onda 475 nm, de acuerdo a la ecuacion 1, propuesta por
Itoh, (2005) y Sirianuntapiboon et al., (1995). Ya que la decoloracion esta directamente
relacionada con la actividad enzimatica lacasa y peroxidasa, indicador de la participacion
de estas enzimas en la despolimerizacion de los compuestos fendlicos y pigmentos de

melanoidinas (Ferreira, 2009).

(1)

(Absorbancia Inicial — Absorbancia final)
PD(%) = — +100
Absorbancia inicial

Conjuntamente a la vinaza antes y después del tratamiento con el hongo, se le realizaron
analisis de la DQO y DBO, carbono orgénico total, de acuerdo a la metodologia APHA,
(2005) asi como de solidos volatiles y totales, por incineracion de acuerdo a la metodologia
establecida por el laboratorio de quimica ambiental de la Universidad Nacional de
Colombia (Cortés, 2013).

Andlisis estadistico: se realizo un analisis de varianza con un disefio completamente al
azar (DCA) con 4 repeticiones y dos niveles (dilucion 70% vy sin diluir), todo esto se realizé

con vinaza de un mismo lote.
Modelo estadistico:
Yij= p + Vi + Eij
Yij= % decoloraciéon
K = Promedio
Vi= nivel de vinaza (i=1,2)

Eij = Error experimental
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3.2.6. Formulacion y andlisis quimico de las dietas

Una vez obtenida la vinaza tratada con P. ostreatus, se elabor6 las dietas compuesta de
torta de soya, maiz molido, tamo de arroz con 4 niveles (3, 6, 9 y 12%) de vinaza tratada
con el hongo(VT) y sin tratar(VST) més un testigo sin vinaza (Tabla 3), para un total de
nueve dietas, con la ayuda del software Basic Balancer Program (Universidad de Georgia,
2013), para vacas lactantes en el pico de lactancia con un peso promedio de 550kg, con
60% de Nutrientes Digestibles Totales (TDN), 12% de proteina cruda (PC), 0,17% de P y
0,25% de Ca.

Tabla 3-2. Dietas para vacas de leche con diferentes niveles de VT y VST (base seca)

Ingrediente en Dietas con niveles de vinaza tratada y sin tratar
base seca (%) testigo
Vinaza(VT y VST) 0 3 6 9 12
Paja-arroz 47 45 44 43 41
Maiz-molido 40 39 37 35 33
T. Soya 13 13 13 14 14
Total 100 100 100 100 100

A las diferentes dietas elaboradas con VT y VST, se determin6 el contenido de materia
seca (MS), proteina (PC), Fibra detergente neutra (FDN), lignina (LDA) y cenizas.

Metodologia de andlisis: MS: AOAC, 1990; PC: Kjeldahl, 1983; FDN y LDA; ANKOM;
Cenizas: Gravimétrico (Mineralizacién 600°C durante 8h). AOAC, 1990.

3.2.7. Fermentacién en jeringas

El estudio de la cinética de degradacién de las dietas a través del volumen de gas
producido durante el proceso fermentativo a diferentes tiempos, se realiz6 de acuerdo a la
metodologia estandarizada bajo el protocolo del laboratorio de nutricion animal de la
Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira Menke y Steingass, (1988) adaptado por
Leterme y Estrada, (2012).



Adecuacion de materiales: A cada una de las jeringas se adiciona 200 mg de las diferentes
raciones preparadas previamente, y se llevan a la estufa a 39°C hasta la inoculacién con

el liquido ruminal.

Coleccién del in6culo ruminal: los animales donantes del liquido ruminal fueron dos
machos cebuinos con un peso promedio de 450 kg, fistulados al rumen de CIAT Palmira
(Valle), en pastoreo con pasto estrella, suplementados con torta de soya y sal mineralizada.
El liquido ruminal fue tomado en un termo con temperatura de 39°C y sellado
herméticamente para su traslado; luego el contenido ruminal fue filtrado en un tamiz de
250 micras y mezclado con la solucién tampo6n (Anexo A), manteniéndose en bafio maria

a 39°C y saturado con COs.

La inoculacion de las muestras se hizo por triplicado, a cada jeringa dispuesta con
anterioridad con 200 mg de la muestra, se le adiciono 30 ml de la soluciébn tampdn
mezclada con el liquido ruminal; se realizé la primera lectura de volumen (Oh) y se llevo al
bafio maria a 39°C. Las lecturas posteriores del volumen de las jeringas se realizaron a
las 2h, 5h, 8h, 12h, 16h, 20h, 24h, 48h y 72horas

Simultaneamente se colocaron 3 blancos que contenian la solucién tampén mezclada con
el liguido ruminal sin el sustrato; Al igual que los blancos, fueron corrido 3 estandares
(control interno con una produccién de gas conocida).

Para representar la dinAmica de produccion de gas en el tiempo de incubacién, se utilizé

el modelo propuesto por France et al., (1993) ecuacion (2).

(2)
Y=4A4 [1 _ e(—b(t—L))—C(\/f—\/L)]

Y= Volumen de gas en el tiempo

A= Volumen de gas acumulado proveniente de la fermentacion total del sustrato (asintota)
b= Tasa constante de produccién de gas (ml/h)

t= Tiempo de incubacion (h)

c= tasa constante de produccion de gases del material potencialmente degradable

L= tiempo de retraso Lag/h
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Andlisis estadistico: se utilizdé un analisis de varianza con un disefio completamente al azar
(DCA) con tres repeticiones, para determinar las diferencias entre las medias de los
tratamientos se utilizé la prueba de Duncan.

Modelo estadistico:

Yij = p + Ti + Eij

Yij = FDN, lignina, MS, PC y cenizas
K = Promedio
Ti = dietas con niveles de vinaza (VT y VST) y testigo

Eij = Error experimental

Para las comparaciones especificas de mayor interés entre las dietas con niveles vinaza,
se realiz contrastes ortogonales asi: tratada vs sin tratar, tratada vs control y sin tratar vs
control.



Figura 3-4. Esquema de metodologia usada para analisis de dietas y tamo de arroz.

1. Picado del tamo de arroz 3. Vinaza tratada durante
) torta soya, maiz y tamo de arroz | 36 dias y sin tratar
o~ "\;"La ‘ e 73 :i
“/‘ {‘,- \ \;""' ’ - : 4

.\

7. Toma de muestra del inoculo | 9. Preparacion de la técnica de | 10. Medicion de gasa: 2,5,
ruminal desprendimiento de gases 8,12, 16, 20, 24, 48 y 72h
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3.2.8. Estudio del tamo de arroz

Transcurrido 36 dias, el tamo de arroz usado como sustrato para el cultivo de P. ostreatus,
se determind el contenido de MS, PC, FDN, LDA, cenizas y produccion de gas, comparado
con el tamo control y con la misma metodologias usadas para el andlisis de las dietas para
vacas lactantes. Para representar la dinamica de produccion de gas, se utilizé el modelo
propuesto por France et al., (1993) descrito anteriormente. El analisis estadistico se realiz6
con un andlisis de varianza en un disefio completamente al azar (DCA) con tres
repeticiones, para determinar las diferencias entre las medias de los tratamientos se utilizé

la prueba de Duncan.

Modelo estadistico:

Yij = u+ Ti + Eijj

Yij = FDN, lignina, MS, PC y cenizas (%)
K = Promedio
Ti = (i=1,2)

Eij = Error experimental

El grado de deslignificacion, se estimé de acuerdo a la ecuacion (3). El érmino lignina inicial
y final se refiere a la concentracion (%) antes y después del proceso de degradacion del

tamo de arroz por parte del hongo (Rangel, 2012).



®3)

lignina inicial% — lignina final%
Grado de deslignificacion (%) = Uig — > — g f b) *100
lignina inicial%

Microscopia Electronica de Barrido (SEM): Se observaron las caracteristicas
morfologicas de la pared celular del tamo de arroz antes y después de 36 dias de ser
sometido al proceso de degradacion por P. ostreatus.

Equipo: Microscopio Electrénico de Barrido,Marca: FEI,Modelo: Quanta 200 — Metalizador.
Realizado en el Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido, de la Universidad

Nacional, sede Bogota.
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4. Resultados y discusion

4.1. Estandarizacion del método de cultivo

Ensayo “a”. Acondicionamiento del pH:

Se encontro6 que al utilizar NaHCOs con una concentracion de 75y 97% de vinaza y NaOH
con 97% de vinaza, no se presentd crecimiento micelial; contrario a esto cuando se usé
CaCOs en todas las concentraciones estudiadas se presentd crecimiento, aunque a
medida que se aumenta la concentracion de vinaza, este disminuye ligeramente (figura 5).
Por esta razon, para llevar el pH inicial de la vinaza de 4,2 a 6,5 se utiliz6 carbonato de
calcio.



Figura 4-5. P.ostreatus en vinaza corregido el pH 6,5 usando CaCOs, NaOH y NaHCO3

CaCOs con Agar + vinaza al 97%

NaOH con Agar + vinaza97%

——

NaHCOs con Agar + vinaza97%

CaCOs con PDA +vinaza 50%

— —~— P

CaCOs con PDA + vinaza 25% NaOH con PDA + vinaza 25% NaHCOs con PDA + vinaza25%
— —— L m—

= —
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Ensayo “b”. Cultivo en sustrato liquido (vinaza):

No se observo crecimiento del hongo en ninguna de las dos diluciones, el cual se esperaba
gue fuese en forma de pellets, pues segun Ferreira, (2009) este es un crecimiento
caracteristico de este tipo de hongos cuando se cultiva en sustrato liquido. Ciertos hongos
pueden ser cultivados en medio liquido, sin embargo este debe ser suplementado con
glucosa o celobiosa; de no ser suplementado por estos azucares, el crecimiento de estos
hongos puede ser muy bajo, e incluso nulo (Singh y Pandey, 2009). Asi mismo la mayoria
de los estudios realizados con Pleurotus en medio liquido, han sido suplementados para
garantizar el crecimiento (Liu et al., 2009; Papaspyridi et al., 2010; Rangel, 2012).

Figura 4-6. Incubacién de P. ostreatus en medio liquido.

Ensayo “c”. Bioreactor con recirculacién de la vinaza:

En este modelo, no fue posible cultivar el hongo, pese a que el lugar fue desinfectado y los
materiales previamente esterilizados, el hongo se contamino facilmente debido a que se
encontraba al aire libre; el porcentaje de decoloracion alcanzado fue alrededor del 11%.
Debido a que la produccion de lacasas se pudo ver afectada por varios factores durante el
desarrollo del hongo, como la composicion del medio de cultivo, pH, temperatura y
aireacion (Kahraman y Gurdal, 2002).



Figura 4-7.Bioreactor con recirculacion de vinaza.

—

Tamo de arroz mas
P. ostreatus

Vinaza —» Recirculacidon de vinaza

|___——»  Bomba de impulso

4.2. Andlisis de la biodegradacion de la vinaza

Se encontr6 que P. ostreatus, es capaz de remover la coloracién de la vinaza (figura 8) por
medio de su actividad enzimatica y por ende los compuestos de alto peso molecular,
melanoidinas, caramelos y compuestos fenoles, ya que segun Ferreira, (2009) la
decoloraciéon esta directamente relacionada con el aumento de la actividad enzimatica,
lacasa y peroxidasa, que es un indicador de la participacion de estas enzimas en la

despolimerizacién de los compuestos fendlicos y pigmentos de melanoidinas.
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Figura 4-8. Vinaza: A, tratada; B. sin tratar.

En el nivel de diluciébn no se presentaron diferencias significativas (p<0,05), obteniendo
promedios iguales al final del tratamiento de 83+4 y 83+1% para vinaza diluida y sin diluir

respectivamente (grafica 1).

Grafica 4-1. Prueba de Duncan para remocién del color de la vinaza por P. ostreatus.
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Asi mismo se encontrd que la mayor eficiencia de decoloraciéon se presenté durante los
primeros 7 dias, alcanzando promedios del 80 y 74% para vinaza diluida y sin diluir
respectivamente (grafica 1), sin encontrar diferencias significativas (p<0,05), de aqui en
adelante hasta el dia 36 la decoloracion fue minima, de 3 y 9 puntos porcentuales para
vinaza diluida y sin diluir respectivamente, ya que al final del tiempo de fermentacién la
actividad enzimatica se reduce, posiblemente atribuida a la acumulacion de subproductos
gue la inhiben, producidos durante el metabolismo del hongo (Rodriguez et al., 2003).

Esto concuerda con lo reportado por Rodriguez et al., (2003) los cuales con Pleurotus sp
encontraron que la mayor parte del color desaparece en los primeros 10 dias coincidiendo
con el periodo de mayor actividad lacasa, aunque luego continda la decoloracion en menor
proporcion hasta los 20 dias; de igual modo Dahiya et al., (2001) con Phanerochaete
chrysosporium consiguieron remover hasta en un 80% el color de efluentes de la industria

azucarera con alto contenido de melanoidinas, en los primeros 7 dias de tratamiento.

Los resultados de decoloracion obtenidos son relevantes, ya que por una parte, seguin
Rodriguez et al., (2003) el color rara vez se considera una forma de contaminacién a pesar
del dafio que causa, el cual estd asociada con la presencia de compuestos toxicos y grupos
croméforos o0 polimeros de alto peso molecular, que a menudo son sustancias

recalcitrantes y con elevados valores de DQO y DBO, como se demuestra en la gréafica 2.

Grafica 4-2. Caracteristicas de la vinaza antes y después del tratamiento por P.ostreatus
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Al ser reducida la absorbancia y por ende el color de la vinaza, se encontré que la DQO y
DBO se reduce en un 87,1 y 92,3% respectivamente (grafica 2). Retes-Pruneda, (2014)
con P.ostreatus logro reducir en un 88,7 y 89,7% la DQO y DBO de la vinaza de tequila

respectivamente.

Ferreira, (2009) y Ferreira et al., (2011) con Pleurotus sajor-caju encontraron un promedio
de decoloracién alrededor del 99% y una reduccién del 82% en la DQO y 75% en la DBO,
sin encontrar diferencia en el nivel de dilucién; esto demuestra que P. sajor-caju es
probablemente mas eficiente que P.ostreatus en cuanto a la reduccion del color, aunque

los valores de DQO son similares a los obtenidos.

Por su parte Pérez et al., (2005) en un tratamiento combinado (anaerobio-aerobio) para la
decoloracién de la vinaza, utilizando tratamiento anaerobio metanogénico, empleando un
lodo granular y posterior tratamiento aerobio con Pleurotus sp, encontraron que se puede

remover el color mas del 80% y una disminucion de la DQO mayor al 70%.

En el contenido de carbono organico total se present6 una reduccién equivalente al 45%
(grafica 2). Isaza et al., (2011) en el tratamiento de vinazas mediante fotocatdlisis solar
homogénea en un reactor de pelicula descendente alcanzaron disminuciones de COT de
12,53%. Girata et al., (2011) usando la misma técnica logro reducir el contenido de COT
hasta un 12,33%. Lo que indica que el tratamiento biolégico con P.ostreatus es mas
eficiente que el quimico; la importancia de esto radica en que se reduce el impacto por la
descomposicién de la materia organica, que puede formar compuestos que dan lugar a

olores desagradables en el ambiente.

Al mismo tiempo se encontré que al ser tratada la vinaza, se presenta una reduccion del
contenido de solidos totales (gL') de 33,8 a 5,6y solidos volatiles (gL™?) de 15,1 a 4,2. La
reduccién o eliminacion de estos resulta de gran importancia ya que estos son en parte los
gue dan lugar al aumento de turbidez en las aguas donde se deposita la vinaza; del mismo
modo, se minimiza posibles efectos negativos que pudiese causar la vinaza, sobre medios
acuaticos como el caso de la disminucion de la penetracion de la luz solar por aumento del
color, solubilidad del oxigeno y depdsitos sobre el fondo del cauce favoreciendo la

aparicion de condiciones anaerobias.

En el caso particular de la vinaza de la industria alcoholera considerada como un efluente

agresivo para el medio ambiente por su alto potencial de contaminacion, no sélo por el



elevado contenido de materia organica, sino por el color oscuro que la caracteriza debido
a la presencia de melanoidinas, donde el principal problema para el tratamiento de la
vinaza lo constituye la presencia de estos compuestos de estructura quimica compleja y
resistente a la biodegradaciéon. El tratamiento con P. ostreatus, se convierte en una
alternativa viable para la reduccién o eliminacién del color y por ende los compuestos
recalcitrantes como las melanoidinas y de este modo mitigar el impacto ambiental en los

ecosistemas donde se libere la vinaza.

4.3. Andlisis nutricionales de las dietas con vinaza tratada y sin

tratar

En la gréfica 3, se presenta la cinética de produccién de gas de acuerdo al modelo
propuesto por. France et al., (1993) en la cual se aprecia que todas las raciones con VT se
encuentran por encima del promedio, mientras que las que contienen VST por debajo; por
consiguiente la vinaza sin tratar, tiene un efecto negativo en la produccion de gas y por lo
tanto en la digestibilidad de la materia seca, pues segun Menke y Steingass, (1988) la
produccion de gas de un alimento incubado con liquido ruminal estd4 directamente

relacionada con la digestibilidad del mismo.
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Grafica 4-3. Cinética de producciéon de gas de acuerdo.
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En la tabla 5, se muestran los resultados de los parametros de la cinética de produccion
de gas y la composicién quimica de las diferentes dietas; se encontr6 que para el
pardmetro (A) volumen de gas acumulado, con la adicion de VT al 9% fue la que mayor
gas produjo junto con el testigo; que a su vez no difiere de las demas dietas con todos los
niveles de VT (p<0,05).

La tasa de produccién de gas (ml/h), no se vio afectada por la inclusion de vinaza en las
dietas, pues la variabilidad fue minima, destacandose las dietas con mayor tasa de
degradacién con VT al 6, 12, 3%, testigo y VST al 3%, lo que indica que la inclusion de
vinaza entre estos niveles no alteré de manera significativa el proceso fermentativo.

El tiempo de colonizacion (L) conocido como el intervalo de tiempo, en el cual los
microorganismos se encuentran en fase de adaptacion, en tanto colonizan el sustrato e

inicia la actividad enzimatica; la mayoria de los tratamientos fueron iguales, salvo por el



gue contiene VT al 6% que fue mayor, quien a su vez no difiere significativamente (p<0,05)
de VT al 3%, testigo y VST 3y 12%. En este periodo la produccion de gas presenta un
periodo de latencia en su primera parte en la cual no hay produccién de gas y es aqui
donde se da la capacidad de digestion del alimento gracias a los microorganismos
presentes en el inoculo (Alvarez, 2009). El tiempo de colonizacién varia en funcién del
sustrato degradado y la presencia de carbohidratos solubles. A medida que las
concentraciones de carbohidratos solubles aumentan en la dieta, se reduce el tiempo de
colonizacién y se incrementa la eficiencia en la sintesis de proteina microbiana (Noguera
et al., 2006).

Tabla 4-3. Pardmetros de la cinética de produccion de gas estimados por el modelo de
France y composicion quimica de las dietas con vinaza tratada (VT) y sin tratar (VST).

3% 6% 9% 12% Testigo
VT VST VT VST VT VST VT VST 0%
A 31,1bcd  28,3cde 37 0bc 27 5ode 4842 24,69 33,3bcd 17 1€ 42,420
b 0,062> 0,052 0,072 0,03> 0,04> 0,04> 0,052 0,03° 0,062
L 1,86 2,652 3,032 0,79 0,83 1,18° 0,99> 1,682 1,502
R 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,97
MS 79,8° 76,8° 70,5¢  66,1¢¢ 62,84 63,9 56,08 61,59 90,52
Cenizas 8,7d 11,52 8,3d 9,9bc 9,1¢¢ 10,58 10,0°¢ 10,62 8,3d
Proteina 17,7 16,0°¢ 21,92 16,7¢ 21,92 17,7 22,72 18,9° 13,74
FDN 42,6°¢ 49,1b 42,7¢ 49,3>  43,5¢ 41,7¢¢ 40,04 37,3¢ 73,82
Lignina 6,0 8,5bc 7,7% 8,80 8,4bc 7 3de 6,5¢f 6,9def 12,72

A =volumen de gas acumulado (ml); b= tasa constante de produccién de gas (ml/h); L = tiempo de colonizacion
(h); R = coeficiente de determinacion. Valores con distinta letra difieren estadisticamente (p<0.05).

El tratamiento con VT al 9% presento menor contenido de lignina'y FDN, que el testigo, sin
embargo la produccién de gas acumulado(ml), la tasa de degradacién(ml/h) y el tiempo de
colonizacién(h) no difirieron significativamente (p<0,05).

Al utilizar vinaza tratada al 9% se encontré un volumen maximo de produccién de gas
(48,4ml), el cual disminuye con un 12% de esta misma (VT) encontrando diferencias
significativas entre estos (p<0,05), no obstante este Ultimo no difiere significativamente del
testigo; por tanto de ser utilizada la vinaza tratada con P. ostreatus para la alimentacion de
rumiantes, se obtendra una mayor efectividad al 9% con VT, aunque se puede utilizar hasta
un 12% de VT.

A medida que se adiciona VST, de manera creciente, la produccién de gas disminuye. La
mayor produccién de gas (28,3ml) ocurre al nivel del 3% con VST, aunque hasta el nivel
del 9% con VST no difieren estadisticamente, todos estos niveles son diferentes a la dieta

testigo (P<0,05). En cuanto al contenido de PC, se encontr6 un aumento a medida que se
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incrementa los niveles de VT en la dieta, esto debido probablemente al aporte de proteina

por parte del hongo.

El color marrén oscuro de la vinaza es atribuido a la presencia de polimeros de alto peso
molecular llamadas melanoidinas, a menudo son sustancias téxicas, y semejantes a la
lignina. Lo que explicaria el efecto adverso encontrado al utilizar VST. Al ser degradados
estos compuestos por la accion del complejo enzimatico de P.ostreatus, la produccién de

gas aumenta reflejando un ambiente mas favorable para los microorganismos del rumen

En vacas lecheras de alta produccion Fernadndez et al., (2013) recomiendan utilizar la
vinaza a un nivel maximo del 5% en el suplemento, para no afectar negativamente el
estado metabdlico y productivo del animal. Atribuyen estos resultados a posibles efectos
téxicos por compuestos similares a la lignina contenidos en la vinaza, producto de la
reaccion de Maillar sobre los microorganismos del rumen vy, a los altos niveles de potasio
frecuentemente reportado como limitante también en melaza, para cerdos y aves.
Battimelli, (2010) reporta toxicidad de las melanoidinas de la vinaza para los

microorganismos, reforzando asi los resultados encontrados en este trabajo.

La hipotesis de que las melanoidinas presentes en la vinaza por su similitud con la lignina
y su cardcter recalcitrante, interfieren en desarrollo de los microorganismos ruminales y en
consecuencia en la digestién del alimento, tiene suficiente respaldo en la literatura

cientifica consultada y en los resultados obtenidos en este trabajo de laboratorio in vitro

Tabla 4-4. Contrastes ortogonales para parametros de la cinética de producciéon de gas y
composicion quimica de las dietas con VT y VST

Contraste A b L MS Cenizas PC FDN Lignina
Tratada vs sin tratar *** NS ns ns *hx ***% . ns ns
Tratada vs testigo NS NS ns ** ns *rk o kkk rkk
Sin tratar vs testigo ¥*¥.ns ns x R wox

ns = no significativo; *** significancia p<0,01

En el analisis de contrastes ortogonales para las comparaciones previamente definidas,
indicaron que la produccion de gas acumulado a las 72h (A) entre niveles de vinaza tratada
con P. ostreatus versus sin tratar (tabla 6), presentaron diferencias altamente significativas
(P<0,01), por lo que el tratamiento con el hongo contribuyo de manera positiva sobre este

parametro; en cuanto al contenido de FDN vy lignina para este mismo contraste, no se



presentaron diferencias (p<0,01). Se deduce que la diferencia en la produccién de gas, no
es debido precisamente al contenido de lignina y/o FDN, sino a los compuestos fenoles
considerados toxicos, presentes en la vinaza (melanoidinas), y por su similitud con la
lignina y caracter recalcitrante tiene un efecto antimicrobiano (Arimi et al., 2014). La
inclusion de vinaza tratada con P.ostreatus mejora la produccién de gas y por lo tanto la
digestibilidad del alimento y por su alta disponibilidad seria factible su utilizaciéon en la

alimentacion de rumiantes o incluso en otras especies de interés zootécnico.

El tratamiento de la vinaza, no afecto ninguno de los pardmetros de la cinética de
produccién de gas, puesto que no se presentaron diferencias entre tratada vs testigo, sin
embargo los resultados de composicién quimica excepto la lignina, se vieron afectados,

destacandose el mayor contenido de lignina y FDN en la dieta testigo.

Para el contraste vinaza sin tratar vs testigo, se encontr6 una diferencia altamente
significativa (p<0,01), en la mayoria de los datos analizados, a diferencia de los parametros
tasa de produccién de gas (b) y tiempo de colonizacién (L), que al igual que las demas

comparaciones previamente definidas, no presentaron diferencias.

El efecto encontrado en los niveles de VST, puede atribuirse al caracter toxico, debido a
la presencia de compuestos recalcitrantes e inhibidores del crecimiento o a derivados
premelanoidinos de intensa coloracion (Rodriguez et al., 2003) que pueden estar
interfiriendo en el desarrollo de la poblacion bacteriana del rumen; ya que las melanoidinas
son toxicos para los microorganismos (Figaro et al., 2009; Arimi et al., 2014), e incluso
Kundinger, (2004) y Kundinger et al., (2008) plantea que las melanoidinas tienen un
marcado efecto sobre Salmonella induciendo cepas virulentas, especialmente si estan
involucrados los amino &cidos arginina e histidina (que es el caso de vinaza), lo que
posiblemente sea la explicacion en el caso de aves diarreicas, encontrado en el trabajo de

Mora y Castro, (2005) ademas del alto contenido de potasio que los autores plantean.

Estudios de investigacion en alimentacion de rumiantes con el uso de vinaza, en nuestro
entorno son limitados; sin embargo, en otras especies de interés zootécnico se ha
avanzado un poco mas, en la mayoria de estos se ha encontrado que el uso de la vinaza
esta muy delimitado, debido a diferentes razones, cada una expuesta por los autores
correspondientes a su trabajo; asi por ejemplo en aves comerciales. Gallo et al., (1986)
Mora y Castro, (2005) Waliszewski et al., (1997); en cerdos. Garcia et al., (1991) todos

estos, coinciden que la vinaza se puede usar a bajos niveles no mayor a un 5% en el total
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de la dieta; algunos de estos argumentando que esto puede ser debido al alto contenido
de potasio, otros por su parte que se debe al bajo pH, que es caracteristico de la vinaza,
sin embargo ninguno menciona, que esto puede ser debido a compuestos fendlicos
(melanoidinas) presentes en la vinaza. Una de las ventajas de emplear P.ostreatus para la
biodegradacion de la vinaza es la obtencién de un producto de mayor valor nutricional, y
poseen menos sensibilidad a pH, temperatura, nutrientes y aireacion (Anjaneyulu et al.,
2005).

4.4. Analisis del tamo de arroz antes y después del

proceso de degradacion por P. ostreatus

El tamo de arroz, con un promedio de 13+0,8% de lignina (tabla 6) al ser tratado con P.
ostreatus por 36 dias, se reduce a 6 +1,1% en promedio (p<0.01); ya que segun Peléez,
(2010) estos hongos tienen la capacidad de disminuir los componentes de la pared celular
debido a su capacidad para sintetizar enzimas fibroliticas.

Tabla 4-5.Composicién quimica del tamo de arroz tratado con P.ostreatus y sin tratar
(n=3).

Tamo de arroz sin

Componente (%) : Tamo de arroz tratado
tratamiento
MS 92+0,32 92+0,22
Cenizas 13+0,2° 15+0,12
PC 7+0,5° 11+0,3?2
FDN 78x0,52 57+1,1°
LDA 13+0,82 6+1,1°

ayalores con distinta letra en la fila difieren estadisticamente (p<0.01)

El tratamiento con el hongo demostré tener una eficiencia de deslignificaciéon del 54%
(ecuacion 4). En estudios relacionados. Rangel, (2012) evalu6 el efecto del complejo
enzimatico sobre la degradacion de P. maximum y obtuvo un grado de deslignificacion del
25,5%. Asi mismo Taniguchi et al., (2005) en pre tratamiento de cascarilla de arroz con
Pleurotus ostreatus, encontraron un grado de des lignificacion del 41%.

4

. s =z (1219_559)
Grado de deslignificacion = —129 % 100 = 54,4%



Todos los componentes estudiados exceptuado la MS presentaron diferencias altamente
significativas (P<0,01), resultados similares son reportados por Montafiez et al., (2007) al
evaluar el efecto de la paja de trigo tratada con Pleurotus florida, encontrando que el
contenido de MS en la paja tratada y sin tratar fue similar, a diferencia de los contenidos
de FDN, PC, cenizas, LDA.

La FDN, determinante en la alimentacién de rumiantes, disminuyo en el tamo tratado (tabla
7) por lo que el hongo pudo haber utilizado parte de estos componentes (celulosa
hemicelulosa, lignina) para su crecimiento; esto lo convierte en una ventaja ya que la FDN
esta directamente relacionada con la digestibilidad de la materia seca, la cual para ganado

de leche debe encontrarse en los forrajes entre 35% - 45% (DairyNZ, 2008).

El contenido de PC aumento del 7% al 11% en el tamo tratado, la biomasa de P.ostreatus
a partir del tamo de arroz explica este importante hallazgo, lo que explicaria también el
aumento de cenizas (CENICAFE, 2004).

La produccion de gas acumulado fue de 46,3 y 28,1ml y una de tasa de 0,010 y 0,043 mi/h
asi como un tiempo de colonizacion (Lag) de 0,0003 y 2,03(h), para el tamo tratado y sin
tratar respectivamente (grafica 4). Esto debido a que el contenido de lignina 'y FDN en el
tamo tratado fue menor (tabla 7). Ya que la despolimerizaciéon de los hidratos de carbono
en la biomasa lignoceluldsica se ve obstaculizada por la lignina, que es resistente a la

degradacién quimica y biolégica (Abdel-Hamid et al., 2013).
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Grafica 4-4. Cinética de produccién de gas de tamo de arroz.
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Akin et al., (1993) y Kaur et al., (2012) demostraron que el tratamiento con las enzimas
ligninoliticas de Pleurotus aumenta la produccién neta de gas y la digestibilidad de la FDN
de las pajas de los residuos agricolas. El tratamiento con P. ostreatus ayuda a la
disminucion de LDA, y contribuye a mejorar la producciéon de gas y en consecuencia la
digestibilidad de este material lignificado, debido al mayor y mejor el acceso a la celulosa

por parte de los microorganismos ruminales.



Figura 4-9. Microscopia electronica de barrido, del tamo de arroz antes y después del
tratamiento con P.ostreatus. A. Nervaduras de la hoja; B. Nervaduras de la hoja tratada
C. Tricomas; D. Colonizacion del micelio en la hoja

-
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De acuerdo con la evidencia cualitativa de la degradacion del tamo de arroz por parte del
hongo, de forma general se observa la biomasa modificada después de la colonizacién del
hongo, durante un tiempo de tratamiento de 36 dias; en la figura “A” se puede apreciar las
nervaduras paralelas de la hoja, quienes sufrieron una degradacion por parte del hongo
“B”; asi mismo en la figura “C” se observar los tricomas de la superficie de la hoja cuyas

caracteristicas de estos es que, presentan paredes celuldsicas, recubiertas de cuticula, o
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paredes secundarias lignificadas?, la cual pudo ser degradada por el complejo enzimatico
de P. ostreatus “D”. Por ultimo el cambio de las caracteristicas morfolégicas después del
tratamiento es evidente, con lo que se puede soportar el porcentaje de deslignificacion tan
eficiente conseguido (54,4%). No se encontraron estructuras del hongo o material residual,

la resolucién del microscopio electronica posiblemente no es el adecuado.

1Botdnica Morfoldgica.2013. Morfologia de Plantas Vasculares, Facultad de Ciencias Agrarias. Universidad
Nacional del Nordeste. Argentina; http://www.biologia.edu.ar/botanica/temal3/13-7tricomas.htm



http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema13/13-7tricomas.htm

5. Conclusién

= El hongo Pleurotus ostreatus por medio de su sistema enzimatico es capaz de
actuar como degradante biol6gico de los compuestos responsables del color
marron (melanoidinas) de la vinaza hasta en un 83%

= Con la reduccién de la DQO y DBO en la vinaza, se hace un aporte importante al
medio ambiente donde se libere este residuo.

» La mayor degradacion de los compuestos responsables del color de la vinaza
sucede durante los primeros 7 dias, después contintia el proceso hasta los 30, sin
embargo esto es minimo.

= La mayor eficiencia en la produccién de gas in vitro, se logra con la inclusién de
vinaza tratada con P. ostreatus al 9%.

= Hay un importante efecto indirecto sobre la calidad nutricional del tamo de arroz,
usado como sustrato para el cultivo de P. ostreatus en vinaza, reflejada en el
aumento de PC y produccién de gas, asi como en la reduccién del contenido de
lignina y FDN

= Se abren interesantes areas de investigacién relacionada con el uso de enzimas
para mejorar de la calidad nutricional de dos subproductos de importancia regional

y nacional, y en la descontaminacion de vinazas y aguas residuales.
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Anexos

Anexo A: Solucion tampoén de Meke.

Soluciones Elemento Concentracion
CaCl.. 2H20. 13,2mg/100ml
MnC|2. 4H20. 10g
A. (Micro minerales) CoCl,. 6H20. 19
FeCls. 6H-0. 89
B. (Micro Tamp6n) NaHCOsz+ NH4HCO3. (35g + 49)/I
. NasHPOQOy4. 5,7g
C. (Macro Minerales) KH,POu. 6.29
MgSO4 7H-0. 0,69
D. (Indicador de 6xido .
reduccion) C12HsNO4Na (Résarzurina) 100mg/100ml
. NaOH 1N. 2ml
E. (solucion reductora) Na.9H,0. 285mg

La solucién tampdn se prepara mezclando las soluciones A, B, Cy D, la mezcla se
coloca en bafio maria a 39°C con saturacion de CO.y se adiciona la solucion E.

Anexo B: promedios de absorbancia y porcentaje de decoloracién

Dias Variable . \_/inaza Vina}za_ Sin
diluida (70%) diluir

0 Absorbancia inicial 1,010 1,352

7 Absorbancia 0,200+0,05* 0,352+0,09?
Decoloracion (%) 80+52 74172

15 Absorbancia 0,170+0,042 0,305+0,112
Decoloracion (%) 83142 77482

23 Absorbancia 0,167+0,04* 0,269+0,072
Decoloracion (%) 83142 8052

30 Absorbancia 0,164+0,04°> 0,230+0,012
Decoloracion (%) 83142 8312

36 Absorbancia 0,163+0,042 0,230+0,012
Decoloracion (%) 83142 8312




