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RESUMEN

Los residuos agroforestales pueden ser una fuente de alimento muy aprovechable para el ganado monogastrico, no obs-
tante, los mismos componentes de estos residuos y la presencia de ciertos metabolitos (flavonoides y polifenoles) pueden
llegar a convertirse en factores antinutricionales (FAN) que impiden la correcta asimilacién de los nutrientes por parte del
ganado. Para encontrar los mejores parametros para obtener la mayor reduccion de estos FAN en la harina de follaje de
Lupinus mutabilis Sweet mediante fermentacion en estado sélido con las cepas Aspergillus niger J1 y Trichoderma viride
M5-2, se realizaron dos experimentos a escala de laboratorio. Se utilizaron dos disefios completamente aleatorizados, con
arreglos factoriales 22 y tres repeticiones. Los factores fueron pH y humedad para el primer experimento y temperatura y
diametro de particula para el segundo. Como resultado se obtuvieron cambios en las propiedades fisico-quimicas de la
harina estudiada, con notable disminucion de la fibra, flavonoides y polifenoles, siendo mejores los obtenidos con A. niger
J1 llegando a disminuir los polifenoles hasta un 87% y los flavonoides en un 63%.

Palabras clave: Temperatura, pH, T. viride, A. niger.

ABSTRACT

Agroforestry residues can be a very usable feed source for monogastric cattle, however, the same components of these
residues and the presence of certain metabolites (flavonoids and polyphenols) can become anti-nutritional factors (ANF)
that prevent the correct assimilation of nutrients by cattle. To find the best parameters to obtain the greatest reduction of
these ANF in Lupinus mutabilis Sweet foliage meal by solid-state fermentation with Aspergillus niger J1 and Trichoderma
viride M5-2 strains, two laboratory-scale experiments were conducted. Two completely randomized designs were used, with
22 factorial arrangements and three replicates. The factors were pH and humidity for the first experiment and temperature
and particle diameter for the second experiment. As a result, changes were obtained in the physicochemical properties of
the flour studied, with a notable decrease in fiber, flavonoids and polyphenols, being better those obtained with A. niger J1,
decreasing polyphenols up to 87% and flavonoids by 63%.

Keywords: Temperature, pH, T. viride, A. niger.
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INTRODUCCION

Las actividades agricolas, ganaderas y agroindustriales
producen constantemente grandes cantidades de resi-
duos que contaminan y afectan al medio ambiente cuan-
do no son desechadas adecuadamente, tales desechos
pueden dafiarirremediablemente los ecosistemas. Debido
a su alto potencial energético y sus caracteristicas nutri-
cionales muchos de estos desechos agroindustriales se
utilizan como un suplemento del ganado, principalmente
en rumiantes, desempenando un valor clave en la mejora
nutricional del pienso animal (Quintanilla-Medina, et al.,
2018). El uso de fuentes fibrosas en la alimentacion de
especies monogastricas constituye, en la actualidad, una
estrategia apropiada para lograr sistemas de produccion
socialmente deseables y econdmicamente viables. Sin
embargo, uno de los inconvenientes del uso de estos de-
sechos agroindustriales es la presencia de compuestos
que por su estructura quimica actian como antinutrientes
(Fibra, polifenoles, flavonoides) cuando estan presentes
en grandes cantidades (Savon et al., 2005).

La fermentacion en estado sdlido es un método confiable
que permite reducir los factores antinutricionales presen-
tes en estos compuestos (Valifio, et al., 2015), no obs-
tante existen factores externos que afectan de manera
significativa el proceso de fermentacion y que deben ser
conocidos para poder mejorarlo y obtener una mayor re-
duccion de los factores (Li, et al., 2016).

La humedad es una de las variables méas importantes a
ser controladas durante un proceso de fermentacion en
estado solido, dependiendo del sustrato a fermentar, el
microorganismo usado y el objetivo planteado, esta debe
estar entre el 30 y el 80% (Oriol et al., 1988). Una hume-
dad muy baja o un exceso generara afectaciones que van
desde la contaminacion bacteriana del cultivo hasta una
baja estabilidad en los metabolitos que se desea obtener
en El pH es otro de los factores que afectan la fermenta-
cion sdlida, su control suele ser complicado en este tipo
de proceso y varia a lo largo del mismo por multiples ra-
zones, ya sea por la formacion de acidos organicos o por
el metabolismo de la fuente de nitrdgeno que se utiliza,
algunos investigadores han podido formular medios de
cultivo cuyo pH se mantiene durante todo el procesoz
(Raimbault, 1998; Carrasco et al., 2003).

El pH es otra de las variables que afectan la fermentacion
so6lida, su control suele ser complicado en este tipo de
proceso y varia a lo largo del mismo por multiples razo-
nes, ya sea por la formacion de acidos organicos o por
el metabolismo de la fuente de nitrégeno que se utiliza,
algunos investigadores han podido formular medios de

cultivo cuyo pH se mantiene durante todo el proceso
(Raimbault, 1998).

La temperatura se considera la variable mas critica en
los procesos de fermentacion solida y esto es debido a
la alta concentracion de sustrato por unidad de volumen
y a la baja conductividad térmica del sistema, lo cual fa-
vorece la acumulacion del calor (Gurubel et al., 2017). El
incremento en la temperatura puede afectar a la actividad
microbiana, deshidratar el medio solido o desviar el me-
tabolismo generando compuestos indeseables (Adnan,
et al., 2017). El control de la temperatura es uno de los
principales retos de la fermentacion sélida.

El tamafo de particula se encuentra muy ligado a la
transferencia de masa en la fermentacion sdlida (Liu
et al.,, 2012), afecta tanto a nivel intraparticula como
interparticula.

El objetivo de este trabajo es determinar las mejores con-
diciones de humedad, temperatura, pH y tamafio de par-
ticula para que las cepas de A. niger J1y T viride M5-2 lo-
gren la mayor reduccion de los factores antinutricionales
en la harina de L. mutabilis Sweet sometida a un proceso
de fermentacion en estado sélido.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se utilizaron dos cepas de hongos
con caracteristicas lignoceluloliticas, Aspergillus ni-
ger J1 (KY486928) aislado a partir de bagazo de cafia
en la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad
Tecnolégica de La Habana “José Antonio Echeverria”,
CUJAE, identificada en el Instituto de Ciencia Animal
(ICA) y Trichoderma viride M5-2 (KY977981) pertenecien-
te al banco de cepas del Instituto de Ciencia Animal. Se
conoce que estas cepas poseen actividad hidrolitica y
secretan enzimas celulasas en sustratos altamente fibro-
s0s, ambas han sido evaluadas mediante fermentacion
en estado solido (Valifio et al., 2004).

Sustrato para la fermentacion. El sustrato vegetal consis-
tié en plantas de Lupinus mutabilis Sweet post cosecha,
de la hacienda “Lupita” del canton Riobamba de la pro-
vincia de Chimborazo. En el Centro de Investigaciones
Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) se procedié a se-
carlo en una estufa HAFO SERIES 1600 a temperatura
de 65°C por 48 horas y posteriormente se procedié a su
molienda con un molino manual marca CORONA. A este
sustrato se le realizd un analisis de humedad por el méto-
do gravimétrico con un resultado final de 5% y un tamario
de particula que variaba entre 4 y 0,25 mm debido a las
caracteristicas del molino. Para el segundo disefo experi-
mental se separd el sustrato acorde al tamafio de particu-
la, donde el coédigo 01 se corresponde con las particulas
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que se encuentran entre 0,71y 0,25 mm y el codigo 02
al sustrato sin clasificacion de tamano. La composicion
bromatolégica del sustrato se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Composicion de la harina de follaje de L. muta-
bilis Sweet

Composicion bromatolégica de la harina de L. mutabilis
Sweet (100 g de producto seco)

Componente
FND (%) 71,05
FAD (%) 53,84
Lignina (%) 13,28
Celulosa (%) 40,56
Hemicelulosa (%) 17,21
Flavonoides (mg de catequinas/100 g de MS) | 55,53
Polifenoles (mg de ac. galico/100 g de MS) 9,78

Fuente: Elaboracién propia.
Proceso de fermentacion.

Se utilizaron frascos de 250 mL con 10 g del sustrato
seco, en un primer experimento se realizé un disefio 22
con dos variables (humedad y pH) y dos niveles para
cada factor 60 y 70 % para humedad y 4 y 6 para pH,
posteriormente se le enriquecio con urea 2.5%, fosfato de
potasio (KH2PO4) 5% vy sulfato de amonio ((NH4)2S504)
10% (Roussos et al., 1991), estos porcentajes se calcu-
laron sobre la base de los 10 g de sustrato seco. El sus-
trato humedo fue esterilizado en autoclave por 20 min a
1210C. Para el indculo se utilizaron soluciones de espo-
ras, A. niger J1 se inoculd con 106 esporas/g de sustrato
seco (Torres-Ledn et al., 2019) y T viride M5-2 se inoculd
con 107 esporas/g de sustrato seco (Valifio et al., 2004).
Los frascos inoculados y sus contenidos homogenizados
fueron colocados en incubadora a 300C durante 144 h.
Al finalizar el tiempo se tomo el sustrato y se le realizaron
los analisis respectivos para determinar cuéles fueron los
mejores parametros en virtud de la mayor reduccion de
los factores antinutricionales (FAD, FND, polifenoles vy fla-
vonoides) y con estos parametros estudioé un nuevo dise-
fio 22, donde las variables fueron temperatura y diametro
de particula y los niveles 30 y 35°C para la temperatura
con A. niger J1y 28y 32°C con T. viride M5-2 y los diame-
tros de particula fueron entre 0.71y 0.25 mm vy entre 4 y

0.25 mm. Luego fue esterilizado el medio de fermentacion
e inoculado del mismo modo que en el primer disefio y se
fermentod durante 144 h. Al finalizar el tiempo se volvieron
a realizar los analisis quimicos para determinar la de los
factores antinutricionales.

Anédlisis bromatoldgico. Los indicadores bromatologicos
que se estudiaron fueron Fibra Neutro Detergente (FND)
y Fibra Acido Detergente (FAD), lignina (LIG) por el méto-
do ANSI/ASTM D1106-56 y celulosa (CEL) por el método
ANSI/ASTM D1103-60 1977. También se analizé el conte-
nido de polifenoles (mg de ac. galico/100 g de sustrato
seco) de acuerdo al método de folin ciocalteu (Cabrera-
Carrion et al., 2017) y el contenido de flavonoides (mg de
catequinas / 100 g de sustrato seco).

Andlisis estadistico. Se utilizd un disefio completamente
aleatorizado, con tres repeticiones y dos inéculos (A. ni-
ger J1y T viride M5-2). Cada frasco constituyé una uni-
dad experimental. Para la realizacion de los anélisis se
utilizé el programa STATGRAPHICS XV CENTURION

RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 2 muestra los efectos de las diferentes condi-
ciones planificadas en el primer disefio experimental y
su relacion entre los diferentes factores antinutricionales
manteniendo la temperatura del experimento constante
(300C) y sin hacer discriminacion del tamafio de particu-
la. Tanto el pH como la humedad influyen en el modo en
que las cepas transforman los factores antinutricionales,
a pH 4 A. niger J1 reduce significativamente los polife-
noles, los flavonoides y los FAD en comparacion con el
pH 6 y esta reduccion es mayor cuando la humedad del
sustrato se incrementa de 60 a 70%, lo mismo se observa
en el caso de T viride M5-2 en donde a pH 4 y humedad
de 70% se obtiene los valores mas bajos de los factores
antinutricionales. Luego del andlisis estadistico se deter-
mina que para las cepas A. niger J1y T viride M5-2 las
condiciones de pH 4 y humedad 70% son con las que
se reducen més los factores antinutricionales en compa-
racion con las otras condiciones. Estas fueron las con-
diciones que se usaron en el segundo experimento, se
sabe que el pH bajo favorece la produccion de diferentes
enzimas o cual podria ser un factor determinante para
la reduccion de los factores antinutricionales estudiados
(Sohail et al., 2009). Por otro lado una humedad de 70%
garantiza condiciones favorables para el crecimiento de
los microorganismos en el sustrato durante una fermenta-
cion sdlida (Liang et al., 2020).
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Tabla 2: Efecto del proceso de fermentacion sobre los factores antinutricionales con el primer disefio pH 4 y 6, Hume-
dad 60% y 70%, temperatura 30°C y sin discriminacion del tamafio de particula.

A. niger J1

Condicién FND (g/100 g MS) | FAD (9/100 g MS) | Polifenoles (mg/100 g MS) Flavonoides (mg/100 g MS)
pH 4 -H 60% 73,72b +0,08 54,19¢ +0,09 1,89b +0,10 36,62b +0,89
pH4-H70% 59,01a +0,06 42,77a £0,08 1,58a +0,16 27,48a +0,63
pH 6 - H 60% 61,33a £0,07 47,93b +0,06 2,72c +0,09 50,10d +0,24
pH6-H70% 60,10a +0,08 47,03b +0,08 1,72ab +0,20 39,56¢ +1,41

T. viride M5-2

Condicion FND (g/100 g MS) | FAD (9/100 g MS) | Polifenoles (mg/100 g MS) Flavonoides (mg/100 g MS)
pH 4 - H 60% 65,57d +0,11 47,72b +0,15 8,43b +£0,09 46,18b +0,88
pH4-H70% 58,94a +0,11 44,18a 0,14 8,06a +0,08 39,85a +0,78
pH 6 - H 60% 60,18b +0,13 47,98b +0,16 9,23c +0,17 74,95d +0,48
pH6-H70% 61,94c 0,12 48,55b +0,15 9,03c +0,10 57,89¢ +0,63
a,b,c,d Letras distintas indican diferencias significativas P<0.05, segin Duncan (1955)

Para hacer la seleccion de los mejores parametros que permitieran a los microorganismos utilizados la mayor re-
duccion de los factores antinutricionales se analizaron los resultados obtenidos con el programa STATGRAPHICS XV
CENTURION vy se obtuvo la superficie respuesta para cada uno de los factores antinutricionales analizados (figura 1),
observando que para el primer disefio con pH de 4 y 6 y humedad de 60 y 70 % se obtenian diferencias significativas
entre todos los tratamientos pero las mejores reducciones de estos factores se lograban a un pH de 4 y una humedad
de 70% para ambas cepas. Por lo tanto, para proceder a realizar el segundo disefio de experimento se establecen los
parametros de pH y humedad de 4 y 70% respectivamente para todas las unidades experimentales.

En la tabla 3 se observa que la temperatura y el diametro de particula también son variables que influyen en la reduc-
cién de los factores antinutricionales. Las temperaturas de 300C y 280C para A. niger J1 y T. viride M5-2 respectiva-
mente fueron las que registraron los valores mas bajos para los factores antinutricionales, mientras que al discriminar el
tamafo de particula se observa que cuando este es mas pequeio se ve favorecida la reduccién de los factores. Para
la cepa A. niger J1 las condiciones que mas contribuyen con la reduccion de los factores antinutricionales se encuen-
tra a 300C y con el tamafio de particula 01 (0,71 — 0,25 mm), mientras que para T. viride M5-2 estas se encontraban
a 280C y con el tamafio de particula 01 (0,71 — 0,25 mm). Estas condiciones de temperaturas se corresponden con
las 6ptimas de temperaturas de crecimiento de los géneros Aspergillus y Trichoderma en condiciones experimentales
(Kalsoom et al., 2019). Por otro lado, un tamafio de particula pequefio favorece la colonizacion del sustrato por parte
de las cepas (Fitzpatrick et al., 2010), por esta razén en el experimento ambas cepas se ven favorecidas por el tamafio
de particula mas pequefio
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Fig. 1: Superficie respuesta del primer disefio para los factores antinutricionales temperatura 300C sin discriminar el

tamafio de particula. Elaboracion Propia
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Tabla 3: Efecto del proceso de fermentacion sobre los factores antinutricionales con el segundo disefio pH 4, humedad

70%, temperatura 300C y 350C para A. niger y 280C y 320C para T. viride.

A. niger J1
Condicién FND (g/100 g | FAD (g/100 g Polifenoles Flavonoides
MS) MS) (mg/100 gr MS) (mg/100 gr MS)
T 300C - D 01 52,87a +0,05 | 34,90a +0,07 | 1,23a 0,17 20,71a 0,51
T300C-D 02 61,08b +0,08 | 46,90b +0,08 | 2,07b +0,46 31,78b +4,76
T 350C - D 01 65,80b +0,08 | 52,03b +0,07 | 1,93b +0,04 38,47bc +0,62
T350C-D 02 70,90c £0,12 | 60,87c +0,02 | 2,44b 0,30 45,11c £7,79
T. viride M5-2
Condicién FND (g/100 g | FAD (g/100 g Polifenoles Flavonoides
MS) MS) (mg/100 gr MS) (mg/100 gr MS)
T 280C - D 01 58,27a +0,08 | 37,17a 0,11 | 6,24a +0,17 37,05a 0,81
T280C-D 02 74,83b +0,07 | 56,80c +0,05 | 8,61c +0,14 56,23c +1,05
T 320C - D 01 72,37b +0,08 | 44,60b +0,11 | 7,34b +0,27 41,11b +1,02
T320C-D 02 77,37b £0,16 | 69,77d £0,02 | 9,07d 0,14 75,00d +1,64
a,b,c,d Letras distintas indican diferencias significativas P<0.05, segun Duncan

La figura 2 muestra las superficies de respuesta del segundo disefio de experimento, se observa una relacion directa
entre los parametros temperatura y tamafio de particula (diametro), ambos influyen significativamente y de manera
positiva en los factores antinutricionales, a medida que aumentan la temperatura y el tamafio de particula aumentan
también los factores antinutricionales, el objetivo del experimento es la reducciéon de estos factores antinutricionales,
por ende los mejores valores estaran localizados para A. niger J1 en 30°C y tamario de particula entre 0.71 y 0.25 mm

y para T. viride M5-2 serian 28°C y tamafio de particula entre 0.71 y 0.25 mm.
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Fig. 2: Superficie respuesta del segundo disefio experimental a pH 4 y humedad 70%

La tabla 4 muestra la comparacion entre los valores iniciales de la harina de follaje de L. mutabilis Sweet con los obte-
nidos de los experimentos realizados con los mejores parametros obtenidos, que para A. niger J1 fueron pH 4, hume-
dad 70%, temperatura 30°C y tamafio de particula entre 0.71 y 0.25 mm y para T. viride M5-2 fue pH 4, humedad 70%,

temperatura 280C y tamafo de particula entre 0.71 y 0.25 mm.

Volumen 14 | Numero 5 | Septiembre - Octubre, 2022

26



UNIVERSIDAD Y SOCIEDAD | Revista Cientifica de la Universidad de Cienfuegos | ISSN: 2218-3620

Tabla 4. Comparacion entre los valores iniciales y los finales de los factores antinutricionales

FACTOR INICIO |  A. niger J1* T. viride M5-2* a;’:;‘t’;zz .
FND (g/100 g MS) 71,05b 52,9% +0,05 58,3% +0,08 65,01
FAD (g/100 g MS) 53,84b 34,9% +0,07 37,27 £0,11 45,01
Polifenoles (mg/100 gr) 9,78¢c 1,23% +0,17 6,24b +0,17 8,02
Flavonoides (mg/100 gr) 55,63c | 20,72 0,51 37,05b +0,81 N.D

abe | etras distintas indican diferencias significativas P<0.05, segun Duncan (1955)

* Mejores condiciones del experimento para ambas cepas
" (Linn & Martin, 1991)
2 (Siddhuraju et al., 2000)

CONCLUSIONES

Se definio que para la cepa A. niger J1 el tratamiento
seleccionado reduce los polifenoles de 9,78 mg/100 gr
hasta 1,23 mg/100 gr, o que equivale a una reduccion
del 87% de los polifenoles presentes en la muestra an-
tes de la fermentacion, y en el caso de los flavonoides
los reduce de 55,53 mg/100 gr hasta 20,72 mg/100 gr lo
que equivale a una reduccion del 62.6%, en comparacion
con la cepa T viride M5-2 que con el mejor tratamiento
reduce solo el 36% de los polifenoles y el 33.3 % de los
flavonoides.

Por otro lado, los valores de reduccion de FND y FAD no
muestran diferencias entre ambas cepas al finalizar el
experimento

La cepa A. niger con los parametros establecidos como
mejores logra la mayor reduccion de los factores antin-
utricionales, mejorando el valor nutritivo de la harina de
follaje de L. mutabilis Sweet, se recomienda realizar un
escalado del proceso para verificar los datos obtenidos.

Se concluye qué si es posible reducir los factores anti-
nutricionales de la harina integral de Lupinus mutabilis
Sweet, es factible realizar un proceso de fermentacién en
estado sdlido rustico, controlando paréametros de manera
sencilla, lo cual puede ser realizado en las mismas fincas
en donde se cosecha el grano, logrando asf utilizar un
producto que era desechado.
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