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Efecto de Aspergillus oryzae en la fermentacion ruminal de Pennisetum
purpureum vc. Cuba CT-115 mediante la técnica de produccion de
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Para determinar el efecto de Aspergillus oryzae en la fermentacion ruminal de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115, se realizd un
experimento con dos ensayos, segin disefio completamente aleatorizado, con la aplicacion de la técnica de produccion de gas in vitro. Se
evaluaron cinco tratamientos. En la primera etapa del experimento se compararon las dosis de 0, 500 y 1000 pL de cultivo de A. oryzae en
80 mL de solucion de incubacion, y en la segunda 0, 100 y 200 pL de cultivo en 80 mL de solucion de incubacion. Se realizaron cuatro
repeticiones por tratamiento. En la primera etapa, las lecturas se realizaron cada tres horas hasta las 24 h de incubacion, y en la segunda cada
dos horas hasta las 77 h. En las dosis de 0, 100 y 200 pL se determinaron los parametros de la cinética de fermentacion. Los resultados
sefialaron que la dosis adecuada del aditivo microbiano fue la de 200 pL de cultivo en 80 mL de solucion de incubacion. Los valores de
produccion de gas alcanzados con esta inclusion fueron superiores (P < 0.001) a los del control sin inocular. Esta dosis mostré mayor potencial
de produccion de gas, mayor velocidad de fermentacion y menor fase lag, con respecto al control sin inocular. Las dosis de 500 y 1000 pL de
cultivo de A. oryzae provocaron disminucion de la produccion de gas. Se sugiere que la adicion de esta cepa de A. oryzae, en una dosis de
200 pL de cultivo en 80 mL de solucion de incubacion, fue capaz de estimular la fermentacion ruminal de Pennisetum purpureum en

experimentos in vitro.
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Entre las investigaciones en nutriciéon animal, se han
realizado numerosos estudios con el objetivo de manipu-
lar el ecosistema ruminal y obtener mejoras en la efi-
ciencia de los sistemas productivos. Una de las vias mas
explotadas es la utilizacion de aditivos (Carro y Ranilla
2002), especificamente los llamados aditivos microbianos.

Estos aditivos consisten en preparados de bacterias,
levaduras y hongos filamentosos. La utilizacién del ex-
tracto de fermentacion del hongo Aspergillus oryzae
provoca modificaciones en el rumen, que tienen como
consecuencia incremento de la degradabilidad de la fi-
bra y aumento en las concentraciones de acidos grasos
de cadena corta (Gomez-Alarcon et al. 1990, Beharka
y Nagaraja 1993, Varel et al. 1993, Varel y Kreikemeier
1994 y Di Francia et al. 2008). Esta estimulacion de la
fermentacion ruminal se traduce en mejoras en la pro-
ductividad animal e incremento en la ganancia de peso y
la produccion de leche (Humphry et al. 2002 y Kim et
al. 20006).

Los primeros estudios con este aditivo microbiano se
realizaron en experimentos in vivo. Sin embargo, en las
ultimas décadas, numerosos estudios se condujeron para
evaluar su efecto en condiciones in vitro (Wiedmeier et
al. 1987 y Newbold et al. 1991). Estas técnicas que
simulan los procesos fermentativos y digestivos en el
rumen resultan menos costosas, ya que requieren solo
pequeiias cantidades de muestra, emplean menos tiem-
po para su realizacion y favorecen el mejor control de
las condiciones experimentales (Fondevila y Barrios 2001,
Lopez et al. 2007 y Fondevila y Pérez-Espés 2008). La
técnica de produccion de gas ha experimentado gran
auge en los ultimos diez afios, ya que permite seguir fa-
cilmente la evolucion de la fermentacion ruminal, y es
muy utilizada para predecir el valor nutritivo de los ali-

mentos (Mota et al. 2005, Rodriguez et al. 2007 y
Rodriguez et al. 2009), asi como para determinar el efec-
to de aditivos, como son los acidos organicos (Li et al.
2010), extractos vegetales (Hu et al. 2005, Soliva et al.
2005 y Kongmun et al. 2010)), enzimas fibroliticas
(Colombatto et al. 2007, Giraldo et al. 2008 y Ranilla et
al. 2008) y aditivos microbianos (Lee et al. 2004 y
Marrero 2005).

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

Materiales y Métodos

Preparacion del material vegetal. Como sustrato
se utilizo forraje de Pennisetum purpureum vc. Cuba
CT-115, de 112 d de rebrote. Las plantas se sembraron
en junio y estaban plenamente establecidas en un suelo
ferralitico rojo tipico (Hernandez et al. 1999), sin riego
ni fertilizacion. Se recolectaron, aproximadamente, 2 kg
de tallos y hojas de 25 plantas tomadas al azar, realizan-
do el corte a 20 cm del suelo. El material recolectado se
secod en estufa a 60° C durante 48 h. Se molio hasta
alcanzar tamafio de particula de 1 mm. La MS fue de
23.5%. La composicion quimica del forraje (tabla 1) se
determind mediante los métodos descritos por Herrera
et al. (1980).

Obtencidn del liquido ruminal. Como animales
donantes del contenido ruminal, se utilizaron dos toros
mestizos Holstein x Cebtl, de 450 kg de peso promedio,
canulados en rumen. Estos animales se mantuvieron en
condiciones de estabulacion y se alimentaron con una
dieta de Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115
durante los 14 d previos a la toma de muestra. El liquido
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Tabla 1. Composicion quimica de
Pennisetum purpureum vc.
Cuba CT-115 empleado como

sustrato.

Indicador Base seca %
PB 9.2
FDN 75.56
FDA 42.46
Celulosa 38.89
Lignina 5.85
Calcio 0.52
Fosforo 0.28
Cenizas 11.28

de rumen se extrajo a través de la canula, con la utilizacion
de una bomba de vacio, antes del consumo de alimento
y durante el horario de la mafiana, segin la metodologia
descrita por Kamra y Agawal (2003). Las muestras se
trasladaron inmediatamente al laboratorio en termos con
capacidad para 750 mL, herméticamente cerrados.
Después se filtraron a través de muselina.

Produccion de gas in vitro. El experimento de
produccion de gas se realizéo mediante la técnica descrita
por Theodorou et al. (1994). Se evaluaron cinco
tratamientos, en un primer estudio se compararon las
dosis 0, 500 y 1000 pL de cultivo de A. oryzae en un
volumen final de 80 mL de solucion de incubacion, y en
un segundo estudio 0, 100 y 200 pL de cultivo en 80 mL
de solucion de incubacion, ambos seglin disefio
completamente aleatorizado, con cuatro repeticiones por
tratamiento. Se utilizo la cepa H/6.28.1 de Aspergillus
oryzae de la coleccion del Instituto Cubano de
Investigaciones de los Derivados de la Cana de Azlicar
(ICIDCA).

Las unidades experimentales consistieron en
24 botellas de vidrio de 100 mL de capacidad, que
contenian 1 g de forraje de Pennisetum purpureum
ve. Cuba CT-115 como sustrato, 10 mL del filtrado
de liquido ruminal y 70 mL de solucion amortiguadora
(Menke y Steingass 1988). En cada tanda de
incubacion se incluyeron botellas con la solucion de
incubacion, pero sin sustrato. Estas se utilizaron como
blancos para corregir el efecto del liquido ruminal en
los voliimenes de gas producidos.

Las botellas selladas herméticamente se incubaron,
se colocaron de forma aleatoria en un bafio de agua a
temperatura controlada de 39 °C. El volumen de gas
producido se determiné pinchando el tapon 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 incubacion.
En el segundo, se realizaron cada dos horas y la
produccion de gas se midid hasta las 77 h para obtener
mas datos en el tiempo y determinar los parametros de
la cinética de fermentaciéon mediante un modelo
matematico.
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Para la determinacion de los parametros de la cinética
de fermentacion, se ajustaron los datos de la produccion
de gas acumulada de cada botella al modelo propuesto
por Krishnamoorthy et al. (1991):

Y = D*[l-e*t1)]

Donde:

Y = produccion de gas acumulada (mL de gas/g de
MS incubada)

D = produccion de gas acumulada, potencial del
tratamiento en las condiciones de incubacion (asintota
de la curva, mL de gas/g MS incubada)

C = velocidad de produccion de gas (L/h)

t =tiempo de incubacion (h)

L = fase lag de la fermentacion (h).

Anélisis estadisticos. Los resultados experimentales
se analizaron mediante el programa InfoStat version 1.1
(InfoStat 2002). Para la comparacion de las medias se
utilizé la docima de Duncan (1955). Para la estimacion
de los parametros de la fermentacion se utilizéd el
programa SPSS (Visauta 1998).

Resultados y Discusion

La produccion de gas in vitro, como indicador de la
actividad fermentativa, fue superior en el tratamiento
donde no se incluyod A. oryzae, con respecto a las dosis
de 500 y 1000 pL de cultivo en 80 mL de medio de
incubacion (tabla 2).

Tabla 2. Produccion de gas acumulada (mL de gas/g de MS
incubada) de las muestras inoculadas con dosis de 0,
500 y 1000 uL de cultivo de A. oryzae en 80 mL de
medio de incubacion.

Dosis de A. oryzae (uL de cultivo)

Horas 0 500 1000 EE + Sign.
4 3.54¢ 2.64° 2.51° 0.27*
7 11.38* 9.58° 9.22° 0.37%*
10 21.58* 17.06° 16.83° 0.42%**
13 36.26* 26.52° 26.02° 0.54%%*
22 59.22¢ 45.27° 43.54° 0.81%**
24 69.68* 53.83° 51.64° 0.92%**
[ _etras 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
utilizaron en este estudio, se verifico que no hubo
diferencias. Esta observacidon orienta 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 adicion
de A. oryzae. La diferencia de los resultados de este
experimento, con respecto a lo obtenido por los
autores citados puede explicarse por las diferencias
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entre los sustratos que se emplearon, la naturaleza del
producto utilizado o a las caracteristicas de los animales
donantes. En este sentido, se ha demostrado que una
misma dosis de inclusion de Aspergillus oryzae
provoca respuestas diferentes, en dependencia del
alimento utilizado (Beharka y Nagaraja 1993), como
consecuencia de las diferentes poblaciones
microbianas que predominan en el rumen con un
alimento determinado. 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), respectivamente. En este experimento
se utilizé Pennisetum purpureum vc. Cuba CT-115.
Con respecto a la naturaleza del aditivo evaluado, se
utilizo el cultivo de A. oryzae, mientras que los autores
citados utilizaron un producto basado en el extracto
de fermentacidén de este microorganismo. Las
diferencias en el contenido ruminal de los animales
donantes pudieran ser otra explicacién de las
diferencias encontradas. Beharka y Nagaraja (1993)
utilizaron animales adaptados a una dieta con
concentrado, por lo que la composicion de la
microbiota del contenido ruminal difiere con respecto
a la del presente estudio, donde los animales se
adaptaron a una dieta totalmente fibrosa.

Se conoce que el empleo de dosis superiores a las
adecuadas para un alimento especifico no incrementa
la degradabilidad del sustrato, no provoca aumento
en las poblaciones de bacterias totales ni celuloliticas,
y puede disminuir el nimero de bacterias proteoliticas
(Martin y Nisbet 1990 y Oellermann et al. 1990).
Higginbotham et al. (2004), al evaluar el efecto de A.
oryzae en la fermentacion ruminal en condiciones in
Vivo, encontraron que al adicionar dosis superiores a
los 3 g/d, no se obtuvieron mejoras en la producciéon
de leche y tampoco en los indicadores ruminales.

Los resultados del estudio condujeron a disefiar
un segundo ensayo, en el cual se compararon dosis
mas bajas de inclusion de A. oryzae. En la tabla 3 se
muestra la produccion de gas acumulada (mL de
gas/g de MS incubada), cuando se emplearon dosis
de 0, 100 y 200 puL de cultivo de A. oryzae. Los
mejores resultados se observaron con la dosis de
200 pL de cultivo.

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

En este estudio también se corrobord que se podia
obtener una respuesta positiva por la adicion directa del
cultivo del hongo a sistemas in vitro, en contraste con lo
informado por Arambel et al. (1987), quienes plantearon
que para reproducir in vitro el efecto de A. oryzae, el
inéculo se tiene que obtener de animales adaptados al
aditivo.
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Tabla 3. Produccion de gas acumulada (mL de gas g de MS
incubada) de las muestras inoculadas con dosis de 0,
100 y 200 pL de cultivo de A. oryzae en 80 mL de
medio de incubacion

Dosis de A. oryzae (UL de cultivo)

Horas 0 100 200 EE <y Sign.
3.5 1.03 1.61 1.98 0.24
5.5 4.57* 5.36% 6.34° 0.32%
7.5 9.01° 10.65° 11.73¢ 0.32%**
9.5 15.03* 16.62° 17.80¢° 0.35%**
11.5 20.68" 22.37° 23.83° 0.51%%*
13.5 29.19* 30.78%® 32.86° 0.73*
15.5 41.95 43.72 45.44 1.15
17.5 54.63 56.48 58.67 1.08
21 72.38* 75.26% 77.98° 1.07*
24 86.44* 89.10% 92.64°¢ 1.09%
1 etras distintas difieren significativamente a P <0.05 (Duncan
1955)

*P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001

Los parametros cinéticos de la fermentacion in vitro
en los tratamientos evaluados se muestran en la tabla 4.
Se selecciond el modelo propuesto por Krishnamoorthy
et al. (1991), pues en este se asume que la biomasa se
produce en proporcion al sustrato degradado, y que la
produccion de gas es proporcional a la cantidad de
sustrato degradado, a diferencia de otros modelos, en
los que se asume que la biomasa es independiente del
sustrato, que la velocidad de crecimiento de los
microorganismos se mantiene constante, o que la
produccion de gas es independiente del sustrato.
Ademas, al analizar los criterios de bondad de ajuste
del modelo (tabla 4) se puede observar que son
apropiados.

En la figura 1 se muestra el comportamiento de
los valores reales obtenidos y los estimados, segtn el
modelo de Krishnamoorthy et al. (1991). La
correspondencia entre ambas series de valores
muestra que el modelo seleccionado explica
adecuadamente el comportamiento de los datos
reales.

La dosis de 200 pL evidencié mayor potencial de
produccion de gas y menor fase lag que el control sin
inocular. La velocidad de produccion de gas fue
practicamente igual para los tres tratamientos. Este
resultado sugiere que la adicion de A. oryzae favorece
la utilizacion del sustrato y disminuye el tiempo requerido
para su colonizacion por los microorganismos ruminales.

En este estudio, la estimulacion de la fermentacion
ruminal, a partir de la adicion de Aspergillus oryzae,
podria ser por accion del hongo sobre el sustrato o
determinadas poblaciones ruminales. Varel et al. (1993)
relacionaron los incrementos en la degradabilidad de la
fibra con la presencia de esterasas en A. oryzae, que
remueven los esteres de acidos fenodlicos de la pared
celular de las plantas. Beharka y Nagaraja (1993)
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos de la fermentacion ruminal in vitro de muestras inoculadas con dosis de
0, 100 y 200 uL de cultivo de A. oryzae en 80 mL de medio de incubacion
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Dosis de A. oryzae (uL de cultivo)

Parametros 100 00

D (mL de gas/g de MS incubada) 240.77 + 10.44 238.31 +9.40 245.80 + 9.54
Ch™h 0.021 + 0.002 0.022 + 0.002 0.022 + 0.002
L (h) 4.04 +£0.34 3.89 £0.32 3.84 £ 0.32
R? y Sign. 0.98 *** 0.98 *** 0.98 ***

CM error 72.81 67.87 73.42

D: Produccion de gas acumulada potencial del tratamiento en las condiciones de incubacion, c:
velocidad de produccion de gas, t: tiempo de incubacion y L: fase lag de la fermentacion.

**#P<0.001
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Produccion de gas
(mL de gas'g de MS

0 20 40

60 g0 100

Tiem po (h)
Figura 1. Ajuste de los valores reales obtenidos a los estimados por el modelo propuesto por
Krishnamoorthy et al. (1991) para el caso de la dosis de 200 uL de cultivo de A.

oryzae.

demostraron que la degradacion de la fibra esta
relacionada con la estimulacion de la actividad bacteriana
en el rumen.

Se sugiere que la adicion de la cepa de A. oryzae,
utilizada en una dosis de 200 puL de cultivo de A. oryzae
en 80 mL de medio de incubacion, estimula la
fermentacion ruminal de Pennisetum purpureum en
experimentos in vitro. Se recomienda estudiar el efecto
de este microorganismo en otros indicadores, como las
poblaciones microbianas y los productos finales de la
fermentacion.
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