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Efecto de Aspergillus oryzae en la fermentación ruminal de Pennisetum
purpureum vc. Cuba CT-115 mediante la técnica de producción de gas in
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Para determinar el efecto de Aspergillus oryzae en la fermentación ruminal de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115, se realizó un
experimento con dos ensayos, según diseño completamente aleatorizado, con el empleo de la técnica de producción de gas in vitro. Se
evaluaron cinco tratamientos. En la primera etapa se compararon las dosis: 0, 0.5 y 1 mL de cultivo de A. oryzae en 80 mL de solución de
incubación, y en la segunda: 0, 0.1 y 0.2 mL de cultivo en 80 mL de solución de incubación. Se realizaron cuatro repeticiones por tratamiento.
En el primer estudio, las lecturas se realizaron cada tres horas hasta las 24 h de incubación y en el segundo, cada dos horas hasta las 77 h. En
el caso de las dosis de 0, 0.1 y 0.2 mL, se determinaron los parámetros de la cinética de fermentación. Los resultados señalaron que la dosis
adecuada del aditivo microbiano fue de 0.2 mL de cultivo en 80 mL de solución de incubación. Los valores de producción de gas alcanzados
con este nivel de inclusión fueron superiores (P < 0.001) a los del control sin inocular. Esta dosis mostró mayor potencial de producción de
gas, mayor velocidad de fermentación y menor fase lag, con respecto al control sin inocular. Los niveles de 0.5 y 1 mL de cultivo de A. oryzae
provocaron una disminución en la producción de gas. Se sugiere que la adición de esta cepa de A. oryzae,  en una dosis de de 0.2 mL de cultivo
en 80 mL de solución de incubación, es capaz de estimular la fermentación ruminal de Pennisetum purpureum en experimentos in vitro.
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En lo que respecta a la nutrición animal, se han rea-
lizado numerosos estudios con el objetivo de manipular
el ecosistema ruminal y obtener mejoras en la eficiencia
de los sistemas productivos. Una de las vías más explo-
tadas es la utilización de aditivos (Carro y Ranilla 2002),
y entre ellos los llamados aditivos microbianos, que con-
sisten en preparados de bacterias, levaduras y hongos
filamentosos. El extracto de fermentación del hongo
Aspergillus oryzae da lugar a diversas modificaciones
en el rumen, las cuales mejoran la productividad animal
e incrementan la ganancia de peso y la producción de
leche (Humphry et al. 2002 y Kim et al. 2006). Con su
utilización se han constatado incremento en las pobla-
ciones microbianas ruminales, estabilización del pH
ruminal, aumento de la degradabilidad de nutrientes y en
las concentraciones de ácidos grasos de cadena corta
(Gomez-Alarcon et al. 1991 y Humphry et al. 2002).

Los primeros estudios con este aditivo microbiano
se realizaron en experimentos in vivo. Sin embargo,
en las últimas décadas, se condujeron numerosas in-
vestigaciones para evaluar su efecto en condiciones
in vitro (Wiedmeier et al. 1987 y Newbold et al.
1991). Estas técnicas simulan los procesos
fermentativos y digestivos en el rumen, resultan me-
nos costosas, requieren solo pequeñas cantidades de
muestra, emplean menos tiempo para su realización
y favorecen un mejor control de las condiciones ex-
perimentales (Fondevila y Barrios 2001 y López et
al. 2007). En los últimos diez años, la técnica de pro-
ducción de gas ha cobrado gran auge, ya que permite
seguir fácilmente la evolución de la fermentación
ruminal y se utiliza mucho para predecir el valor nu-
tritivo de los alimentos (Rodríguez 2004), así como
para determinar el efecto de sustancias empleadas

como aditivos (Marrero 2005, Hu et al. 2005,
Colombatto et al. 2007 y Giraldo et al. 2008).

Este trabajo tuvo como objetivo determinar, median-
te la técnica de producción de gas in vitro, el efecto de
Aspergillus oryzae en la fermentación ruminal de
Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115.

Materiales y Métodos

Preparación del material vegetal. Como sustrato
se utilizó forraje de Pennisetum purpureum vc. Cuba
CT-115, con 112 d de rebrote. Las plantas se sembraron
en junio y estaban plenamente establecidas en un suelo
ferralítico rojo típico (Hernández et al. 1999), sin riego
ni fertilización. Se recolectaron, aproximadamente, 2 kg
de tallos y hojas de 25 plantas tomadas al azar. El corte
se realizó a 20 cm del suelo. El material recolectado se
secó en estufa a 60 °C,  durante 48 h. Se molió hasta
tamaño de partícula de 1 mm. La MS fue de 23.5 %. La
composición química del forraje se muestra en la tabla 1
y se determinó mediante los métodos descritos por
Herrera et al. (1980).

Tabla 1. Composición química de
Pennisetum purpureum vc. Cuba
CT-115 empleado como sustrato.

rodacidnI aceSesaB%
BP 02.9

NDF 65.57
ADF 64.24
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sazineC 82.11
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Obtención del líquido ruminal. Como animales do-

nantes de contenido ruminal, se utilizaron dos toros mes-
tizos Holstein x Cebú de 450 kg de peso promedio,
canulados en rumen. Estos animales se mantuvieron en
condiciones de estabulación y se alimentaron con una
dieta de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115 du-
rante los 14 d previos a la toma de muestra. El líquido de
rumen se extrajo a través de la cánula, con el empleo de
una bomba de vacío, antes del consumo de alimento en
el horario de la mañana, según la metodología descrita
por Kamra y Agawal (2003). Las muestras se traslada-
ron inmediatamente al laboratorio en termos hermética-
mente cerrados, con capacidad para 750 mL. Posterior-
mente se filtraron a través de muselina.

Producción de gas in vitro. El experimento de pro-
ducción de gas se realizó mediante la técnica descrita por
Theodorou et al. (1994). Se evaluaron cinco tratamientos.
En el primer estudio, se compararon las dosis 0, 0.5 y
1.0 mL de cultivo de A. oryzae, en un volumen final de
80 mL de solución de incubación, y en el segundo 0, 0.1 y
0.2 mL de cultivo, en 80 mL de solución de incubación. En
ambos se procedió según diseño completamente
aleatorizado con cuatro repeticiones por tratamiento. Se
utilizó la cepa H/6.28.1 de Aspergillus oryzae de la colec-
ción del Instituto Cubano de Investigaciones de los Deriva-
dos de la Caña de Azúcar (ICIDCA).

Las unidades experimentales consistieron en 24 bo-
tellas de vidrio, de 100 mL de capacidad,  que contenían
1 g de forraje de Pennisetum purpureum vc. Cuba
CT-115 como sustrato, 10 mL del filtrado de líquido
ruminal y 70 mL de solución amortiguadora (Menke y
Steingass 1988). En cada tanda de incubación, se inclu-
yeron botellas con la solución de incubación, pero sin
sustrato. Estas se utilizaron como blancos para corregir el e-
fecto del líquido ruminal en los volúmenes de gas producidos.

Las botellas selladas herméticamente se incubaron,
colocándose de forma aleatoria en un baño de agua de
temperatura controlada a 39º C. El volumen de gas pro-
ducido se determinó pinchando el tapón de las botellas
con una aguja hipodérmica, acoplada a una jeringa de
10 mL (error ±0.1mL). En el primer estudio, las lecturas
se realizaron cada tres horas hasta las 24 h de incubación.
En el segundo, se realizaron cada dos horas y la produc-
ción de gas se midió hasta las 77 h, para obtener más datos
en el tiempo y determinar los parámetros de la cinética de
fermentación mediante un modelo matemático.

Para la determinación de los parámetros de la cinética
de fermentación, se ajustaron los datos de la producción
de gas acumulada de cada botella al modelo propuesto
por Krishnamoorthy et al. (1991):

Y = D*[1-e-c(t-L)]
donde,
Y = Producción de gas acumulada (mL de gas/ g de

MS incubada).
D = Producción de gas acumulada potencial del tra-

tamiento en las condiciones de incubación (asíntota de
la curva, mL de gas/g MS incubada).

C = Velocidad de producción de gas (L h-1).
 t = Tiempo de incubación (h)
L = fase lag de la fermentación (h).
Análisis estadísticos. Los resultados experimenta-

les se analizaron mediante el programa InfoStat versión
1.1 (InfoStat 2002). Para la comparación de las medias
se utilizó la dócima de Duncan (1955) (P < 0.05). Para
la estimación de los parámetros de la fermentación se
utilizó el programa SPSS (Visauta 1998).

Resultados y Discusión

La producción de gas in vitro, como indicador de la activi-
dad fermentativa, fue superior en el tratamiento donde no se
incluyó A. oryzae, comparado con las dosis de 0.5 y 1.0 mL de
cultivo en 80 mL de medio de incubación (tabla 2).

saroH
edsisoD eazyro.A )ovitlucedLm(

0 5.0 0.1 .ngiSy±EE
4 45.3 a 46.2 b 15.2 b *72.0
7 83.11 a 85.9 b 22.9 b **73.0

01 85.12 a 60.71 b 38.61 b ***24.0
31 62.63 a 25.62 b 20.62 b ***45.0
22 22.95 a 72.54 b 45.34 b ***18.0
42 86.96 a 38.35 b 46.15 b ***29.0

Tabla 2. Producción de gas acumulada (mL de gas/ g de
MS incubada) de las muestras inoculadas con
dosis de 0, 0.5 y 1.0 mL de cultivo de A. oryzae en
80 mL de medio de incubación.

a,b Letras distintas difieren significativamente a P < 0.05
(Duncan 1955)
*p < 0.05   ** p < 0.01   *** p < 0.001

Al comparar el efecto entre las dos dosis que se em-
plearon en el presente estudio, se pudo verificar que no
hubo diferencias entre ellas. Estas observaciones orientan
hacia la necesidad de buscar dosis de A. oryzae que no
disminuyan la capacidad fermentativa del rumen.

Arambel et al. (1987), Beharka y Nagaraja (1993) y
Varel et al. (1993) utilizaron dosis similares en estudios
in vitro con alimentos fibrosos e informaron aumento en
la degradabilidad de la fibra, con la adición de A. oryzae.
Las diferencias de los resultados que se obtuvieron en
este estudio, con respecto a los informados por los auto-
res antes citados, pueden tener su explicación en las di-
ferencias que existen entre los sustratos que se emplea-
ron, la naturaleza del producto utilizado o a las caracte-
rísticas de los animales donantes. En este sentido, se ha
demostrado que una misma dosis de inclusión de
Aspergillus oryzae provocaba respuestas diferentes, en
dependencia del alimento utilizado (Beharka y Nagaraja
1993), como consecuencia de las diferentes poblaciones
microbianas que predominan en el rumen con determi-
nado alimento. Los sustratos utilizados por Arambel et
al. (1987), Beharka y Nagaraja (1993) y Varel et al.
(1993) consistieron en heno de alfalfa, Bromus inermis
(Pasto bromo) y Panicum virgatum (Switchgrass), res-
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pectivamente. En nuestro experimento se utilizó
Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115. Con rela-
ción a la naturaleza del aditivo evaluado, puede decirse
que en nuestro estudio se utilizó el cultivo de A. oryzae,
mientras que los autores antes mencionados utilizaron
un producto basado en el extracto de fermentación de
este microorganismo. Las diferencias en el contenido
ruminal de los animales donantes pudieran ser otra ex-
plicación de las divergencias encontradas. Beharka y
Nagaraja (1993) utilizaron animales adaptados a una dieta
con concentrado, por lo que la composición de la
microbiota del contenido ruminal difiere de la del pre-
sente estudio donde los animales se adaptaron a una dieta
totalmente fibrosa.

Se conoce que la utilización de dosis superiores a las
adecuadas para un alimento específico, no incrementa
la degradabilidad del sustrato, no provoca aumentos en
las poblaciones de bacterias totales ni celulolíticas, y
además puede disminuir el número de bacterias
proteolíticas (Martín y Nisbet 1990 y Oellermann et al.
1990). Higginbotham et al. (2004), al evaluar el efecto
de A. oryzae en la fermentación ruminal en condiciones
in vivo, encontraron que al adicionar dosis superiores a
los 3 g por día, no se obtenían mejoras en la producción
de leche ni en los indicadores ruminales.

Los resultados del estudio anterior condujeron al di-
seño de un segundo ensayo, en el cual se compararon
dosis más bajas de inclusión de A. oryzae.

En la tabla 3 se muestra la producción de gas
acumulada (mL de gas/ g de MS incubada), cuando se
emplearon dosis de 0, 0.1 y 0.2 mL de cultivo de A.
oryzae. Los mejores resultados se observaron con la
dosis de 0.2 mL de cultivo.

Estos resultados coinciden con los informados por
Gómez-Alarcón et al. (1990), quienes al utilizar concen-
traciones similares de A. oryzae en experimentos in
vitro, encontraron que aumentaba la digestibilidad de tres
sustratos fibrosos.

En este estudio también se corroboró que se podía ob-
tener una respuesta positiva por la adición directa del culti-
vo del hongo a sistemas in vitro, en contraste con lo infor-
mado por Arambel et al. (1987), quienes plantearon que
para reproducir in vitro el efecto de A. oryzae, el inóculo
se tiene que obtener de animales adaptados al aditivo.

serodacidnI
edsisoD eazyro.A )ovitlucedLm(

0 1.0 2.0
)adabucniSMedgsagedLm(EE±D 44.01±77.042 04.9±13.832 45.9±08.542

-hL(EE±C 1) 200.0±120.0 200.0±220.0 200.0±220.0
)h(EE±L 43.0±40.4 23.0±98.3 23.0±48.3

R2 .ngiSy ***89.0 ***89.0 ***89.0
rorreSM 18.27 78.76 24.37

Tabla 4. Parámetros cinéticos de la fermentación ruminal in vitro de muestras inoculadas con
dosis de 0, 0.1 y 0.2 mL de cultivo de A. oryzae en 80 mL de medio de incubación

D:  Producción de gas acumulada potencial del tratamiento en las condiciones de incubación,
c: velocidad de producción de gas, t: tiempo de incubación y L: fase lag de la fermentación.
*** p<0.001

Los parámetros cinéticos de la fermentación in vitro
de los tratamientos evaluados se muestran en la tabla 4.

La dosis de 0.2 mL mostró mayor potencial de pro-
ducción de gas y menor fase lag que el control sin inocu-
lar. La velocidad de producción de gas fue prácticamen-
te igual para los tres tratamientos. Este resultado sugie-
re que la adición de A. oryzae favorece la utilización del
sustrato y disminuye el tiempo requerido para su coloni-
zación por los microorganismos ruminales.

Se seleccionó el modelo propuesto por Krishna-
moorthy et al. (1991), pues en este se asume que la
biomasa se produce en proporción con el sustrato de-
gradado y que la producción de gas es proporcional a
la cantidad de sustrato degradado. Este difiere de otros
modelos, en los que se asume que la biomasa es inde-
pendiente del sustrato, que la velocidad de crecimiento
de los microorganismos se mantiene constante, o que la
producción de gas es independiente del sustrato.

Además, al analizar los criterios de bondad de ajuste
del modelo (tabla 4), puede observarse  que estos son
adecuados. En la figura 1 se muestra el comportamiento
de los valores reales obtenidos y los estimados, según el
modelo propuesto por Krishnamoorthy et al. (1991).

saroH
edsisoD eazyro.A )ovitlucedLm(

0 5.0 0.1 .ngiSy±EE
5.3 30.1 16.1 89.1 42.0
5.5 75.4 a 63.5 ba 43.6 b *23.0
5.7 10.9 a 56.01 b 37.11 c ***23.0
5.9 30.51 a 26.61 b 08.71 c ***53.0
5.11 86.02 a 73.22 b 38.32 b **15.0
5.31 91.92 a 87.03 ba 68.23 b *37.0
5.51 59.14 27.34 44.54 51.1
5.71 36.45 84.65 76.85 80.1

12 83.27 a 62.57 ba 89.77 b *70.1
42 44.68 a 01.98 ba 46.29 b *90.1

Tabla 3. Producción de gas acumulada (mL de gas/ g
de MS incubada) de las muestras inoculadas
con dosis de 0, 0.1 y 0.2 mL de cultivo de A.
oryzae en 80 mL de medio de incubación

a,b,c Letras distintas difieren significativamente a
P < 0.05 (Duncan 1955)
*p < 0.05 ** p < 0.01 *** p < 0.001
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La correspondencia entre ambas series de valores
muestra que el modelo seleccionado explica adecuada-
mente el comportamiento de los datos reales.

La producción de gas constituye un indicador muy
utilizado para predecir la digestibilidad de los alimentos
(Mota et al. 2005 y Rodríguez et al. 2007) y evaluar el
efecto de aditivos, como los extractos vegetales (Hu et
al. 2005 y Soliva et al. 2005), enzimas fibrolíticas
(Colombatto et al. 2007 y Giraldo et al. 2008) y aditivos
microbianos (Lee et al. 2004 y Marrero 2005).

Aunque no se han encontrado estudios previos, en
los que se emplee la técnica de producción de gas para
evaluar la acción de A .oryzae, numerosos estudios in
vitro demuestran la influencia positiva de este hongo en
la fermentación ruminal (Arambel et al. 1987, Wiedmeier
et al. 1987 y Newbold et al. 1991). Los resultados de
estos autores, en cuanto a la producción de gases y a los
productos finales de la fermentación, son variables. La
variación entre estudios similares pudiera estar relacio-
nada con las diferencias en el tipo y concentración de
aditivo microbiano, sustrato, así como en las condiciones
de cultivo usadas.

Se sugiere que la adición de la cepa de A. oryzae, utili-
zada en una dosis de 0.2 mL de cultivo de A. oryzae en
80 mL de medio de incubación, es capaz de estimular la
fermentación ruminal de Pennisetum purpureum en ex-
perimentos in vitro. Se recomienda estudiar el efecto de este
microorganismo en otros indicadores, como las poblaciones
microbianas y los productos finales de la fermentación.
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