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Resumen

Se realizaron dos experimentos para la produccion de proteina
microbiana (PM) a partir de bagazo de manzana (BM) por
fermentacion en estado sélido (FES). En el primer experimento se
utilizé un disefio completo al azar con arreglo factorial de 2x3 y
se mezclé BM con dos porcentajes de urea (1.5 y 2.0%) y tres
niveles de maiz molido (MM) (0, 10 y 20%). En el segundo
experimento se emple6 un disefio completo al azar con arreglo
factorial de 4 x 3 usando BM mezclado con 0, 10 y 20% de MM
bajo cuatro tiempos de preparacion (1, 2, 3y 4 d). Los resultados
encontrados en el primer estudio mostraron interaccién en la
produccion de proteina cruda (PC) (P<0.05) y de proteina
verdadera (PV) (P<0.01) con una disminucion de los valores de
estas variables al adicionar MM. La mayor densidad optica (DO)
de levaduras (10.66 UFC*1000) se observo en el tratamiento con
1.5% de urea en comparacion a 7.29 UFC*1000 con 2% de urea
(P<0.05). La DO se redujo (P<0.01) conforme se aumento el nivel
de MM con valores de 12.86, 7.52 y 6.55 UFC*1000 para 0%,
10% y 20% de MM. La digestibilidad de la materia organica (DMO)
fue favorecida (P<0.01) con el incremento de urea, con valores
de 62.21% y 73.45% para 1.5 y 2% de urea en la mezcla,
respectivamente. Se concluyd que el incremento de urea en la
FES de BM genera mayor cantidad de PV y disminuy6 con la
adicion de MM a la mezcla, aunque se mejoro la digestibilidad.
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Abstract

Two experiments for microbial protein production (PM) by
solid state fermentation (SSF) of apple pomace (BM) were
carried out. In the first experiment a complete random design
with factorial arrangement of 2x3, BM was mixed with two
percentages of urea (1.5 and 2.0%) and three levels of
grinding corn (MM) (0, 10 and 20%). In the second experiment
a complete random design with factorial arrangement of 4 x
3 using BM mixed with 0, 10 and 20% of MM under four times
of preparation (1, 2, 3 and 4 d). The results found in the first
study showed interaction (P<0.05) in the production of crude
protein (PC) and of true protein (PV) (P<0.01) with a decrease
of the values of these variables upon adding MM. The biggest
optic density of yeasts (10.66 UFC*1000) was observed in
the processing with 1.5% of urea in comparison to 7.29
UFC*1000 with 2% of urea (P<0.05). Optic density of yeast
was reduced (P<0.01) when level of MM was incremented
with values of 12.86, 7.52 and 6.55 UFC*1000 for 0%, 10%
and 20% of MM. The organic matter digestibility was favored
(P<0.01) with the increment of urea, with values of 62.21%
and 73.45% for 1.5 and 2% of urea in the mixture,
respectively. It was logged off that the increase of urea in
the SSF of BM generates greater quantity of PV and
diminished with the addition of MM to the mixture, although
improved the organic matter digestibility.
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Introduccidén

a fermentacion en estado solido (FES) de residuos agroindustriales, es un proceso
biotecnoldgico utilizado en la obtencién de productos organicos mediante la ayuda
de microorganismos inoculados o naturales. Durante el proceso de fermentacion de
sustratos ricos en azucares y celulosa, la biomasa microbial se duplica debido a que utiliza
la energia contenida junto con el nitrdgeno no proteico (NNP), adicionado para el crecimiento
de la microflora. Como resultado, se produce un incremento en la poblacion de bacterias y
levaduras, aun en la fase de secado sin la utilizacién de in6culo en el sistema (Valifio et al.,

1992).

Dentro de este contexto, el valor nutritivo
del bagazo de manzana (BM) representa
una alternativa como fuente potencial de
alimento animal. En Meéxico estos
subproductos han recibido muy poca
atencion. Diversos autores recomendaron
incluir en la crianza y engorda de bovinos un
60% (Manterola et al., 1998), en bloques
proteicos 70% (Becerra, 1998) y 30% en
vacas lecheras (Anrique y Dossow, 2003).

El estado de Chihuahua produce cerca
de 400,000 t de manzana al afio, como
resultado de la seleccion de esta fruta se
generan cerca de 100,000 t de manzana de
desecho (UNIFRUT, 2003) y
aproximadamente 25,000 t de BM
(CONFRUTTA, S. A)). Existen estudios
sobre las caracteristicas nutricionales del
BM ensilado, asi como de sus limitaciones;
sin embargo, no se cuenta con informacion
acerca de la produccién de proteina
microbial (PM) en BM por medio de FES
por medio de métodos convencionales.

Se condujeron dos experimentos con el
objetivo de evaluar la bio-conversion, y como
consecuencia, la produccion de proteina
microbial (PM) adicionando niveles de urea
y maiz molido (MM). Este conocimiento
permitird un mejor aprovechamiento del BM
en la alimentacion animal y al mismo tiempo,
evitara un serio problema de contaminacién
ambiental por este residuo.

Materiales y Métodos

Dos experimentos se desarrollaron en el
laboratorio de procesados para la
alimentacion animal. Los analisis quimicos
se realizaron en laboratorio de nutricion
animal ambos pertenecientes a la Facultad
de Zootecnia de la Universidad Auténoma de
Chihuahua. La preparacion de los
tratamientos se llevd acabo durante los
meses de octubre y noviembre de 2004 con
temperaturas de 20 a 35°C durante el diay
de 12 a 9°C por la noche.

Tratamientos. En un primer experimento se
utilizé bagazo de manzana tal como se
obtiene después del proceso de extraccién
de jugo de la manzana, adicionado con tres
niveles de maiz molido, dos niveles de urea,
rastrojo de maiz (10% fijo), premezcla de
vitaminas y minerales (0.5%) y sulfato de
amonio (0.20) y (0.26%) para 1.5y 2% de
urea en la mezcla, respectivamente. Los
tratamientos consistieron en mezclar 2 kg de
bagazo de manzana con las cantidades de
urea (1.5 o0 2%) y MM (0, 10 y 10%)
asignadas segun el tratamiento a un tiempo
de preparacion (TP) de 24 h. Para el segundo
experimento se emple6 bagazo de manzana
fresco preparando los tratamientos con un
solo nivel de urea (1.5%) y maiz (0, 10y 20%)
con cuatro tiempos de preparaciéon (0, 24,
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48y 72 h) de haberse recolectado el bagazo
de manzana. En el andlisis quimico
practicado al BM se encontr6 que el
contenido de MS fue de 19.20% y para PC
(5.93%), estos rangos coinciden con los
reportados por otros autores(Hours et al.,
1987; Joshi y Sandhu,1996). El porcentaje
de PV fue de 4.51, mientras que la FDN se
encuentra por arriba (56.82%), de la
observada por Anrique y Paz (2002) que fue
de 46.43%. En cuanto a la FDA se obtuvo
un valor de 48.33%. También presentd un
contenido celular elevado de 43.18%, en
tanto que para hemicelulosa fue bastante
bajo (5.69%), celulosa (30.18%), lignina
(28.56%) y cenizas (1.83%). De acuerdo con
el bajo contenido de cenizas, el BM ofrece
numerosas ventajas que no presentan otros
residuos de cosecha como el rastrojo de
maiz y la paja de trigo, ya que estos tienen
17.5y 11.0% de cenizas, segun lo reportaron
Soccol et al., (2003).

Una vez preparadas las muestras se
colocaron en piso de concreto para el
proceso de fermentacion. Se removieron
cada 2 h durante el dia para oxigenarlas y
estimular la respiracion de los
microorganismos aerobios siguiendo las
indicaciones de Fundora et al., (1996). Una
vez que las muestras se fermentaron y
perdieron la humedad suficiente para su
almacenamiento, se molieron en un molino
Wiley™R con tamiz de 1 mm para su posterior
analisis en el laboratorio.

Andlisis fisico-quimico. Las variables
evaluadas en laboratorio fueron:
digestibilidad de la materia organica (DMO)
siguiendo el método Tilley y Ferry (1963),
fiora detergente neutro (FDN), fibra
detergente acido (FDA), proteina cruda (PC)
utilizando las técnicas descritas en AOAC
(1980) y proteina verdadera (PV) segun Meir
(1986). Los valores de densidad Optica de
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levaduras (DO) se obtuvieron pesando 1 g
de la muestra seca sin moler y mezclada en
solucion salina de NaCl al 0.1% agitandola
durante 10 minutos. Se filtro en 4 gasas y
finalmente se procediéo al conteo de
levaduras en la camara de Neuvawer por
observacion directa al microscopio de
acuerdo al numero de diluciones requeridas
para su medicion.

Analisis estadisticos. Los datos de
laboratorio obtenidos de las 90
observaciones de ambos experimentos se
sometieron a un disefio completamente al
azar con arreglo factorial de 2x3 para el
primer experimento 4x3 para el segundo,
con 5 repeticiones para ambos
experimentos y fueron analizados mediante
el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS (2000).

Resultados y Discusion
Experimento 1.

Se utilizcdé un disefio completamente
aleatorizado con cinco repeticiones , con
arreglo factorial 3 X 2. El factor A estuvo
representado por tres concentracionesde
maiz molido(MM) o, 10 y 20%. El factor B
consistio de dos niveles de urea: 1.5y 2%.ElI
incremento de urea mejoro
significativamente DMO (P<0.01). No se
encontro efecto por nivel de urea (NU) para
la FDN (P>0.05). La FDA disminuyé
(P<0.01), asi como la DO (P<0.05) por el
aumento de ureaen el BM (Tabla 1).

Cuadrol. Efecto del nivel de urea en algunas
variables evaluadas en la preparacion de

manzarina
LUres%

Vanable BS 1h >0 F=valua
Dig. M % B2 21240708 BB TEXDTO= F=.01
FOM % AR BEH B2 B IEHI R p= 05
FOA %2 36 47+ g A2 91H1 8RR F=.01
DOURCT 000 10 GE+D R T29£119 F=05
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a b | jterales diferentes entre columnas indican
diferencia significativa (P<.05)

BS= Base seca, MO= Materia organica, FDN= Fibra
detergente neutro, FDA= Fibra detergente acido y
DOUFC*1000= Densidad optica en unidades
formadoras de colonia*1000

En cuanto ala FDN y la FDA, la adicion
de MM produjo en decremento en sus
valores (P<0.01) como es logico por la
disminucién de la fibra en el BM. La DO
también disminuyé (P<0.01) por efecto de
la adicién de MM (Tabla 2). Con estos datos
se puede demostrar que los carbohidratos
de los cereales como el grano de maiz no
son un sustrato donde se desarrollen con
éxito las levaduras, ya que éstos no son de
rapida fermentacion. Rodriguez et al.
(2005b) encontraron efecto similar en la
disminucién de la DO de levaduras (108 y
75 UFC*1000) en manzana de desecho
fermentada al incrementar la urea y el MM
en las mismas cantidades antes
mencionadas; sin embargo, los parametros
encontrados en el BM fermentado fueron
inferiores (10.66 y 7.29 UFC*1000) para los
niveles de ureade 1.5y 2%.

Cuadro 2. Efecto del nivel de maiz molido en
algunas variables evaluadas en la elaboracion de
manzarina.

haiz %
Yanahle BS 0 10 20 Fvalue
Dig MO%  59724186° 640840860 B834+086%  P<01
FON% 84531765 55534076° 47420765 P<01
FDA%  5324£108° 3507£109% 3073£10%  P<O
DOURCHD0D 128641345 7524134F 55541347 P01

a.b.c| jterales diferentes entre columnas indican diferencia

significativa (P<.01)

BS= Base seca, MO= Materia organica, FDN= Fibra
detergente neutro, FDA= Fibra detergente acido y
DOUFC*1000= Densidad Optica en unidades formadoras

de colonia*1000

Se encontro efecto significativo (P<.05)
en la disminucién de PC por influencia de
los factores NU y MM al incrementarse
ambos en el BM (Figura 1).

Fig. 1 Efecto del nivel de ureay MM con BM
fermentado en la PC
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En relacion a la PV se observaron
diferencias significativas (P<0.05) por el
aumento del NU y MM (Figura 2). El efecto
negativo en esta variable al incrementarse
los dos ingredientes en principio pudo
haberse originado debido a que el maiz
presentaba un bajo contenido de
carbohidratos solubles (Chesson vy
Forsberg, 1988), mientras que el bagazo
puede tener del 9 al 22% de azUcares
fermentables (Hang et al., 1981).

Figura 2 Efecto del nivel de ureay MM con BM
fermentado enla PV
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Experimento 2.

La FDN no se afecto (P<0.01) por el
TP (53.76%=*1.26, 51.50%+1.26 vy
53.06%+1.26) de los dias 1, 2 y 4, excepto
para el dia tres (46.19%+1.26). La
disminucién en la FDN fue notoria (P<0.01)
conforme se adicion6 MM (59.055+1.09,
52.29%+1.09 y 42.035+1.09) para los
niveles 0, 10 y 20% de MM. La diferencia
presentada en la FDN al tercer dia de
preparacion de tratamientos es posible que
se haya originado, debido a que en el
proceso de extraccion de jugo de la
manzana de desecho se separan dos tipos
de BM, uno compuesto por cascara
principalmente, y el otro con mayor
contenido de material altamente
fermentable de consistencia pastosa y alto
contenido de fibra digestible (Anrique y Paz,
2002) por lo que la homogeneidad del BM
no es constante.

La DMO se vio influenciada por efecto
de TP y nivel de MM (P<0.05),
observandose en estos resultados que la
DMO se mejor6 en algunos tratamientos al
iniciar la inclusion de MM en el BM (Figura
3).

Figura 3. Efecto de tiempo y MM en BM
fermentado enla DMO
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La PC disminuy6 significativamente
(p<0.01) por lainfluencia del TP y NU, ya que
seglun se observd, el posponer la
fermentacion de BM junto con la inclusion de
MM provoco una pérdida gradual en esta
variable (Figura 4).

Figura 4. Efecto de tiempo y nivel de MM en BM
fermentado enla PC
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Esta situacion prhgnmbgblemente se debio
a que en estos tratamientos el nitrdgeno no
proteico de la urea no es bien aprovechado
por microorganismos que se desarrollan en
sustratos ricos en almidon, perdiéndose en
forma de amoniaco. Esto pudiera ser
posiblemente un reflejo en el conteo de
levaduras, en la PV y aun en la PC, valores
que fueron mayores sin la adicion de MM.

Para la variable PV como indicador de
crecimiento microbial se encontro
interaccion significativa (P<0.01) por efecto
de los factores TP y nivel de MM,
observandose de manera general el mismo
efecto de disminucion cuando se afiade MM
(Figura 5). Joshi y Sandhu (1996)
mencionaron que la proteina cruda inicial del
BM sin fermentar fue incrementada de 5.8
a alrededor de 18% por medio de la FES
de BM con levaduras. La PV detectada en
el BM utilizado en este experimento mostro
un valor de 4.5%, y de acuerdo a los valores
alcanzados en esta variable la PV se elevo
de dos a cuatro veces mas en algunos
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tratamientos, evidentemente con la ayuda de
los aditivos utilizados dado el bajo contenido
de PC inicial que presento el BM.

Figura 5. Efecto de tiempo y nivel de MM en BM
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Asi mismo Ramos et al.,, (2005)
reportaron porcentajes similares de PV con
el uso de diferentes fuentes energéticas
como MM, sorgo molido, pulidura de arroz 'y
pulpa de citricos en FES de cafia de azucar,
resultando con mayor porcentaje de PV los
tres cereales (12.65, 12.80 y 13.72%) y
(10.62%) para pulpa de citricos.

La DO también fue influenciada
significativamente por el TP y nivel de MM
(P<0.01) con disminuciones relacionadas
con elincremento de MM (Figura 6).

Figura 6.Efecto de tiempo de preparacion y nivel de
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Hang et al., (1981) mencionaron que la
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fermentacion de BM esta influenciada por
la temperatura de la mezcla en la
produccion de alcohol y el consumo de
azucares por las levaduras a una
temperatura minima de 30°C. Es evidente
gue bajo las condiciones medioambientales
en que se desarroll6 este estudio no se
proporcion6 la temperatura ideal que
favoreciera el crecimiento de levaduras, lo
cual pudo ser el reflejo de la baja DO
encontrada y la nula correlacion con la PV.
La respuesta contrastante en la DO de
levaduras como indicador de PV
posiblemente también se haya debido a la
presencia de bacterias amiloliticas como
Lactobacillus amylophilus L(+) que
proliferan en presencia de humedad y
abundancia de almidones junto con fuentes
de nitrégeno en FES, (Altaf et al., 2005).
Estas condiciones inhibieron el desarrollo
de levaduras y estimularon el crecimiento
de bacterias aerobias las cuales no fueron
cuantificadas.

La FDA fue afectada significativamente por
nivel de MM (P<0.01), independientemente
de TP, observandose una baja progresiva
en los valores de esta variable a medida
gue se incremento6 el MM en lamezcla, taly
como se muestra en la Figura 7.

Figura. 7 Efecto de tiempo y nivel de MM con BM
fermentado en la FDA
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