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RESUMEN

Muestras de pasto Pennisetum purpureum x Pennisetum typhoides de 120 dias de corte se someten durante
siete semanas a fermentacién selectiva en estado sélido (FES) con cepas de Ganoderma ssp 'y Lentinus ssp.
Se realiza la caracterizacion de la delignificacién por Infrarrojo con Transformada de Fourier (IR-TF)
midiendo las dreas de las principales bandas caracteristicas. Mediante esta técnica se establece que en las
muestras tratadas con Ganoderma spp se obtiene una pérdida del 70% de los compuestos aromadticos con
relacion a los alifiticos. En las semanas cero y séptima se establecieron valores de lignina en detergente
dcido (LDA) de 55,9% y 10,7%, respectivamente. En este mismo periodo los contenidos de materia seca
y celulosa variaron del 73,3% al 92,9% y del 3,1% al 51,7% respectivamente. Estos resultados confirman
una degradacién selectiva de la lignina en las muestras tratadas con Ganoderma spp y medios suplementados
con manganeso. Las pruebas de degradabilidad in situ, utilizando la técnica de la bolsa de nailon y de
digestibilidad in vitro de la materia seca basada en técnicas enzimadticas y gravimétricas, no mostraron
mejoramiento de la digestibilidad de la materia seca del pasto como consecuencia de la fermentacién con
las dos cepas de hongos basidiomicetos, corroborando lo indicado por otros autores que afirman que los
hongos pueden ser toxicos para la microflora del rumen vy, por lo tanto, pueden afectar la digestibilidad
de la materia seca.

Palabras clave: basidiomicetos, fermentacién en estado s6lido, delignificacién selectiva, degradabilidad
in situ, digestibilidad in vitro, pasto Pennisetum purpureum x Pennisetum typhoides.

ABSTRACT

Samples of Pennisetum purpureum x Pennisetum typhoides grass of 120 days are put under selective
fermentation in solid state with two strains of basidiomycetes fungi Ganoderma ssp and Lentinus ssp, during
seven weeks. The delignification characterization is made by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) measuring the areas of the main characteristic bands. In the samples treated with the Ganoderma
ssp strain, a loss of 70% of aromatic compounds in relation to the aliphatics is obtained (by FTIR);
also are obtained in the zero and seventh weeks, the acid-detergent lignin (ADL) (55,9% and 10,7%,
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respectively) as well as the contents of dry matter and cellulose that vary from the 73,3% to the 92,9%
and from the 3,1% to the 51,7% respectively between the zero and seventh weeks, results that confirm
an selective degradation of the lignin. The digestibility tests in vitro, that are in according with the in situ
test, do not evidence an improvement in the grass digestibility by the ruminants. As this is degraded by
the Ganoderma ssp strain is not obtained an increase of the digestibility of the dry matter, corroborating
the ideas explained for other authors who affirm that the ingestion of fungi can be toxic for the rumen’s
microflora, and therefore to be toxic for the animals also.

Keywords: Basidiomycetes, Selective delignification, In vitro digestibility, Solid state fermentation, Lignin,
Pennisetum purpureum x Pennisetum typhoides Grass, FTIR analysis of Pennisetum purpureum x Pennisetum

typhoides Grass.
INTRODUCCION

En Colombia el inventario ganadero bovino
deberfa estar aproximandose a los 26 millones de
cabezas, pero en los dltimos afios, por la ausencia
de un sistema estadistico confiable y la situacién
de violencia de vastas regiones (Andina, Caribe
y Orinocense), donde la ganaderia es la principal
forma de ocupacién territorial puesto que en ellas se
encuentra el 98% de la ganaderfa, se ha especulado
mucho (1). Mis de la mitad del hato ganadero de
Colombia (61%) se concentra en explotaciones que
utilizan el pastoreo extensivo tradicional basado en
praderas naturales (48%).

Aunque las especies de pastos de clima frio son
superiores a las de clima cilido, en Colombia se
considera que la mayoria de ellos son de inferior
calidad, siendo posiblemente el contenido de ener-
gia digestible el primer factor limitante en épocas
de sequia (2). Los pastos pasan ripidamente de
tener un contenido medio a alto de fibra bruta lo
que disminuye su digestibilidad (3). Cuando los
forrajes acumulan exceso de lignina, silice y sus-
tancias pécticas, la digestién de la fibra se inhibe
y el aprovechamiento del pasto se restringe (4).
Ademis, se sabe que, en los pastos tropicales, con
la edad disminuye el contenido de proteina cruda
y aumenta el de fibra bruta y, en consecuencia, su
valor nutritivo (5).

Se han utilizado algunas alternativas para tratar
de mejorar el valor nutricional de los forrajes de
mala calidad. Mediante los métodos fisicos (molien-
da o picado) se puede aumentar el drea superficial
del forraje, pero esto no parece ser que tenga efecto
significativo. Para mejorar el bajo valor nutricional
de los forrajes debido a la baja disponibilidad de
carbohidratos, se ha recurrido a la suplementacién
con alimentos ricos en carbohidratos como la cafa
de azticar (Saccharum officinarum), pero esto aumenta
los costos y hoy estd siendo mis utilizada para

obtener biocombustible que en la alimentacién
animal. Por métodos biolégicos se han desarrollado
varias alternativas. El ensilaje es uno de ellos. Es el
mis conocido de los métodos de conservacion. Se
basa en el principio de la fermentacién anaerobia.
Segtn algunos autores, a causa de los procesos
fermentativos acontecidos durante el ensilaje, el
valor nutritivo del material vegetativo fresco puede
sufrir modificaciones (2, 3, 4). La limitacién con-
siste en que este proceso no es capaz de afectar a la
lignina y, de esta manera, no parece que se mejore
la digestibilidad de las gramineas que presentan un
contenido relativamente alto de lignina.

El pasto P. purpureum x P. typhoides, que se ha
utilizado en algunas de las explotaciones ganaderas
Colombianas, es una graminea de corte, nativa de
Africa del sur, crece desde el nivel del mar hasta los
2200 m.s.n.m, en zonas con temperaturas ambien-
tales comprendidas entre los 18 y 30°C, es tolerante
a la sequia y muestra gran capacidad de rebrote
cuando se inician las lluvias (6). El uso principal
de esta graminea ha sido en corte, el cual se realiza
entre 60y 70 dias, pues a mayor edad aumentan sus
limitaciones nutricionales debido a la acumulacién
de lignina, silice y sustancias pépticas (5,7). Se cono-
ce que en este pasto se presenta alta concentracién
de hemicelulosa (7,8), 12% de proteina cruday 62%
de digestibilidad in vitro de 1a materia seca (DIVMS)
a los 60 dfas de rebrote.

Constituirfa un aporte a la productividad ga-
nadera del pafs la identificacién de tecnologifas
seguras y eficientes que conduzcan a mejorar la
disponibilidad nutricional y energética del pasto
P. purpureum x P. typhoides; el tratamiento con mi-
croorganismos es una de estas alternativas que se
podrian utilizar (9, 10, 11, 12) con el fin de hacer
disponibles los carbohidratos (13). Dentro de esta
propuesta, la biodegradacién de la lignina con
hongos de la podredumbre blanca de la madera es
digna de consideracién. Estos hongos son un gru-
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po de microorganismos de diferentes especies que
atacan la madera mediante la degradacién simulti-
nea de la lignina, la hemicelulosa y la celulosa, o la
degradacion selectiva de la lignina y la hemicelulosa
(14, 15, 16, 17, 18). El potencial de degradacién de
la lignina se debe a su capacidad de producir enzi-
mas extracelulares oxidativas como son la lacasa, la
ligninoperoxidasa (LiP) y la manganesoperoxidasa
(MnP) (15, 16, 17, 18, 19).

Diferentes autores han utilizado hongos para
mejorar el valor nutricional de diferentes pastos y
forrajes (9, 13, 20); los trabajos mis representativos
son aquellos en los que se ha logrado una delignifi-
cacién selectiva del sustrato, degradando la lignina,
dejando los carbohidratos disponibles (21, 22, 23,
24)y, ademis, se resalta la importancia de incremen-
tar la digestibilidad de los residuos ligninocelul6-
sicos, porque se liberan carbohidratos que pueden
ser fermentados a dcidos organicos en un ambiente
anaerébico como es el rumen. Xiaoyu y Cloete (25),
por ejemplo, realizaron un pretratamiento biolégico
con dos hongos basidiomicetos y confirmaron la
degradacién de la lignina por técnicas como IR-TF
y medidas de absorcién de celulosa.

Desde hace varios afos el grupo Biopolimer
(Biodegradacién y Bioconversion de Polimeros), de
la Universidad de Antioquia, viene trabajando con
varias cepas de hongos basidiomicetos autéctonos
recolectados en bosques tropicales colombianos de
los que se ha confirmado el potencial ligninolitico.
En laliteratura consultada al respecto no se encuentra
que se haya trabajado en la evaluacién de la capacidad
de estos hongos para aumentar el valor nutricional de
algunos forrajes y residuos agroindustriales.

En este trabajo se planted la hipétesis de que las
cepas de Ganoderma ssp y Lentinus ssp, dos hongos
basidiomicetos, al actuar sobre la graminea P. pur-
pureum x P. typhoides en un sistema FES (26), son
capaces de degradar la lignina de manera selectiva,
identificando esta biodegradacién por la técnica
de IR-TF y el método de van Soest y Wine (30),
y modificar la digestibilidad de la materia seca
evaluada mediante técnicas in vivo e in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del sustrato

Para el estudio se utilizaron muestras del pasto
P. purpureum x P. typhoides de 120 dias de edad,
procedentes del Centro Agropecuario La Salada,

perteneciente al Servicio Nacional de Aprendizaje
(SENA), ubicado en el Municipio de Caldas, De-
partamento de Antioquia. Durante una semana las
muestras se secaron hasta peso constante en estufas
de ventilacién forzada entre 60 y 70°C; posterior-
mente se molieron, se pasaron por tamices hasta
alcanzar un tamafo de particula entre 1 y3 mm y
se esterilizaron aplicando calor himedo durante 15
minutos a 121°C y 15 Ib de presion.

Seleccion de las cepas de hongos

De una coleccién de hongos de la podredumbre
de la madera, recolectados por el grupo de investiga-
cién en un bosque mixto colombiano, se utilizaron
las cepas Ganoderma ssp y Lentinus ssp debido a que
con ellas se han obtenido resultados importantes
por su potencial ligninolitico.

Montaje del SISTEMA DE FES UNO -FES uno-

Se colocaron 15 g de la muestra del pasto seco,
molido y estéril, en recipientes transparentes de
polipropileno de 500 ml de capacidad a los que se les
agregaron 135 ml de una solucién amortiguadora de
fosfato de sodio 0,1 M (90% de humedad), apH de 5
6 7y se inocularon con las cepas de basidiomicetos.
Otro grupo de muestras de pasto se colocaron en
las mismas condiciones pero sin la inoculacién del
hongo (tratamiento control). Todas las muestras se
dejaron en un ambiente oscuro a 23°C durante 7
semanas. El estudio se plane6 dentro de un esquema
de disefio factorial, siendo las cepas de hongo y el
pH del medio los factores evaluados.

Durante el periodo en estudio se evaluaron el
crecimiento cualitativo, la colonizacién del sus-
trato por el micelio, la actividad enzimadtica de la
ligninoperoxidadas (LiP), manganesoperoxidasa
(MnP) y la lacasa.

El crecimiento cualitativo se determina midien-
do qué tanto coloniza el hongo al sustrato, lo cual se
hace evidente por la formacién de micelio blanco,
el cual se mide, en centimetros, con una regla, a las
4y alas 7 semanas.

Para evaluar la actividad enzimitica se tomaron
muestras a las 4 y a las 7 semanas de iniciado el
proceso de fermentacién. La actividad de la LiP
se determiné con base en lo descrito por Kirk y
Farrel (27). Una unidad (U) de actividad de la LiP
se defini6 como la cantidad de la enzima requerida
para oxidar una micromol de alcohol veratrilico en
un minuto. La actividad de la MnP se determiné
de acuerdo con lo descrito por Paszcynski et al (28).
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Una unidad de actividad de la MnP se definié como
la cantidad de la enzima requerida para oxidar una
micromol de Mn*" a Mn’* en un minuto. La acti-
vidad de la lacasa se determind siguiendo lo descrito
por Bourbonnais y Pace (29). Una unidad de lacasa
se definié como la cantidad de enzima requerida
para oxidar una micromol de ABTS en un minu-
to. Las determinaciones, tanto de las muestras del
tratamiento con las cepas de hongos como las del
control, se realizaron por triplicado, en un espectro-
fotémetro Varian Cary 50 Bio. Los coeficientes de
absortividad molar utilizados fueron 9300, 18300y
36000 M™".cm™ para la LiP, MnP y lacasa.

Montaje del SISTEMA DE FES -FES dos-

A partir de los resultados del montaje del sis-
tema FES uno- se realiz6 otro ensayo en el que se
evalué la suplementacién o no con 40 ppm Mn.
El procedimiento del montaje se realizé en forma
semejante al del ensayo —FES uno-. A las 4y 7
semanas se tomaron de los tratamientos control, y
con incubacidn, se secaron en estufa de aire forzado
a 60°C durante cuatro dfas, se molieron y pasaron
por malla hasta alcanzar un tamafio de particula
entre 1y 3 mm.

CARACTERIZACIONES QUIMICAS

A las muestras se les determiné materia seca en
una estufa marca Binder de aire con circulacién
forzada, fibra en detergente neutro (FDN), fibra en
detergente dcido (FDA) y lignina en detergente aci-
do (LDA) en una unidad extractora de fibra FIWE
de Velp Scientifica, en el laboratorio de Anilisis de
Alimentos y Bromatologfa de la Facultad de Qui-
mica Farmacéutica de la Universidad de Antioquia.
El contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina se
estimé de acuerdo con los delineamientos sefialados
por Van Soest y Wine (30).

Las mismas muestras se sometieron a un ana-
lisis de su espectro IR-TF a longitudes de onda
entre 4000 a 450 cm™ utilizando pastillas de KBr
(2 mg de muestra en 98 mg de KBr); para tal efecto
se utiliz6 un espectrofotémetro Perkin Elmer Spec-
trum One. Los espectros se obtuvieron acumulando
100 interferogramas a una resolucién de 4cm’.

En el IR-TF las dreas de los picos caracteristicos
para lignina y carbohidratos, tanto en los con-
troles como en las muestras, se calcularon como
la relacién del drea del pico a 2920cm™ (lo que
corresponde a estructuras alifiticas como carbo-
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hidratos) dividido por el 4rea del pico a 1515cm’™
(caracteristica para las vibraciones del esqueleto
del anillo aromdtico en materiales macromole-
culares bastante heterogéneos como la lignina)
(31). Posteriormente se estableci6 la relacién con
los valores de los controles aplicando la siguiente
formulacién:

area 1515 muestra irea 1515 controles

(ér032920mucstra] B (érca2920c0ntrolch
9 100

irea 2920 controles
drea 1515 controles

Tanto las determinaciones quimicas como los
anilisis por IR-TF se hicieron por triplicado.

EVALUACION DE LA DIGESTIBILIDAD

Preparacion de la muestra

Entre la segunda y la séptima semana del FES
dos se obtuvieron muestras del pasto con y sin el
hongo, se pasaron por un tamiz de tamaifio de par-
ticula de 0,5y 1,5 mm para las pruebas de digesti-
bilidad in vitro de 1a materia seca y de degradabilidad
in situ de la materia seca.

Determinacion de la degradabilidad in situ
de la materia seca

Esta parte del estudio se realiz6 en el Centro de
Produccién Paysandd, de la Universidad Nacional
de Colombia, Sede Medellin, siguiendo la metodo-
logfa descrita por @rskov y Shand (32). Se utilizaron
vacas Holstein con cdnula ruminal a las que se le
colocaron tres bolsas de nailon de 5 x 10 cm que
contenfan 3 g de muestra tanto de los tratamientos
con hongo como sin ¢él. Las bolsas con las muestras
molidas se secaron en estufa de ventilacién forzada
a 60° durante 24 horas, se permiti6 que adquirieran
la temperatura ambiental en el interior de un dese-
cador, se pesaron y sumergieron tres veces en agua
de grifo a temperatura ambiente. Posteriormente
se sometieron a incubacién ruminal durante 2, 4,
6, 8, 12, 24, 48 y 72 horas. Extraidas las bolsas del
rumen, se lavaron con agua de grifo hasta que sa-
lieran limpias, se secaron a 60°C hasta obtener peso
constante y se pesaron para estimar la materia seca
residual. En forma separada se procedié a la estima-
cién de la desaparicion fisica del material mediante
el sumergimiento de las bolsas con muestras en
agua corriente durante cinco minutos y su posterior
sometimiento al mismo tratamiento descrito para
las muestras de los otros tiempos.
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Los valores obtenidos se analizaron mediante los
procedimientos no lineales del paquete estadistico
SAS (1998) utilizando el modelo de Mitcherlich
I para obtener las fracciones a y b de la materia
seca, la constante de la cinética de degradacién
de la fraccién b (Kd) y el punto de inflexién (i).
La degradabilidad de la materia seca se calculé de
acuerdo con el modelo sugerido por Mc Donald,
Henderson y Heron (33):

Y= a+b (1-)
donde:
Y es la tasa de degradacién de la MS en el tiem-
pot
a, b y ¢ son constantes.

Determinacion de la digestibilidad in vitro
de la materia seca

Esta prueba se realiz6 en el Laboratorio de Bro-
matologia de la Universidad Nacional de Colom-
bia, Sede Medellin. Se utilizé la técnica basada en
el empleo de una celulasa con diferentes soluciones
amortiguadoras de pH y pepsina al 0,2% en HCI.
En tubos de digestibilidad se pesaron 500 mg de la
muestra, se les agregaron 20 ml de una solucién de
pepsina en HC1 0,1N a 40°C, se incubaron durante
24 horas a 40°C con agitacién vy se filtré el conte-
nido de los tubos. Posteriormente se adicionaron
20 ml de una solucién que contenia celulasa en
solucién amortiguadora de citrato-fosfato a pH
de 4,6 y se procedi6 a incubar durante 48 horas a
40°C en bafio Marfa con agitaciéon cada 12 horas.
Después de la incubacién se filtré el contenido de
los tubos de digestién, el residuo se secé en estufa
a 105°C durante 12 horas y se pesé. El porcentaje
de digestibilidad de la materia seca se calcul6 uti-
lizando la siguiente expresién:

% DMS = 0,5 (P)/0,5%100%(1/CMS)
donde:
P es el peso del residuo
CMS es la correccién por MS

Los resultados del estudio se analizaron me-
diante un modelo de regresién lineal simple de
primer orden utilizando el programa Statgraphics
plus 5.0.

RESULTADOS

Montaje del SISTEMA DE FES uno -FES uno-

Se obtiene que a pH 7 la longitud del sustrato
colonizada por el hongo fue mayor con Ganoderma

que con Lentinus. La longitud de crecimiento del
sustrato con el hongo Ganoderma presentd un cre-
cimiento de 1 cm £ 0.5 (p<0,5) en las tres réplicas
y no vari6 entre las semanas 4y 7, en los montajes a
pH 7. Con la cepa Lentinus se obtiene una longitud
de crecimiento menor bajo estas condiciones. No
se observoé crecimiento de Ganoderma ni de Lentinus
apH5.

Con la cepa Ganoderma se presentan mayores
actividades enzimaiticas para la MnP y lacasa que
con la cepa Lentinus ssp. Los datos no se presentan
porque son similares a los que aparecen en la figu-
ra 1 para el Sistema de FES dos. No se encontré
actividad enzimitica de la LiP con ninguno de los
dos hongos.

U (pmol/g*min)

801
70 - [ Sin Mn
60 Il Con Mn
501
401
304
20
Gl W
0
Ganoderma| Lentinus | Ganoderma| Lentinus
spp spp spp spp
MnP MnP Lacasa Lacasa

Figura 1: Actividades enzimiticas de MnP y lacasa a
las siete semanas de muestras de pasto P. purpureum x P.
typhoides fermentadas con Ganoderma ssp o Lentinus ssp
con o sin suplementacién con Mn. (Promedio de tres
determinaciones, con un nivel de confianza del 95+-5%)

Los resultados anteriores permiten confirmar
lo que reporta la literatura sobre la no produccién
de LiP por estas familias de hongos, ademis la
Ganoderma spp posee mayor capacidad de colo-
nizacién del sustrato y el micelio se ve mucho
mis fuerte y libera mayor cantidad de MnP y
de lacasa.

Montaje del SISTEMA DE FERMENTACION
SOLIDO dos -SFS dos-

Al igual que en el montaje del ensayo -FES
uno- se observo ripidamente la colonizacién del
sustrato por Ganoderma ssp. Se obtuvo una longitud
de crecimiento similar al sistema -FES uno- en los
medios suplementados con 40 ppm de Mn apH 7.
La longitud de crecimiento del micelio entre la
cuarta y la séptima semanas tampoco vario.
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La actividad de la MinP obtenida a las semanas 4
y 7 es de 65 U/L con la cepa Ganoderma, muy seme-
jante a laactividad de 68 U/L que produce la misma
cepa en los medios sin Mn. Por eso, solamente se
presentan los resultados a la 7* semana de tratamien-
to (ver figura 1). Igual ocurre con la actividad de la
lacasa, que dio una actividad de 20 U/L con la cepa
Ganoderma a las semanas 4 y 7 semana, en medios
suplementados con Mn. En los medios sin Mn se
produce una actividad de 18 U/L de lacasa tanto en
la 4* como en la 7*semana. (ver figura 1).

Resultados de los analisis por IR-TF.

Los cambios en el espectro IR-TF se interpre-
tan en términos del incremento en los valores de
la proporcién a 2920/1515cm™ la cual indica una
remocién de estructuras aromdticas y un enrique-
cimiento selectivo en estructuras alifiticas como
carbohidratos (31). De acuerdo con lo sefialado en
la figura 2, en los diferentes espectros se encuentran
variaciones en la banda caracteristica para vibracio-
nes del esqueleto aromitico en lignina a 1515¢cm™.

2920cm’ estructuras alifaticas.
1515cm’” esqueleto aromatico.

2920cm’

1515cm’

4400,0 4000 3000 2000 1500 1000 450,0

cm-1
La banda inferior corresponde al espectro de la muestra del pasto
con Lentinus ssp, 1a de la mitad al pasto sin contacto con el hongo y la
superior al pasto con Ganoderma ssp.
Figura 2. Espectros normalizados IR-TF de muestras
de pasto P. purpureum x P. typhoides a las siete semanas
de fermentacién de medios con Mn.
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Los resultados del cuadro 1 indican que a las
siete semanas, el proceso de fermentacién con
Ganoderma ssp en medios con Mn presenté mayor
proporcién de los grupos alquil C-H que estructu-
ras con esqueleto aromdtico (lignina); es asi como
las bandas caracteristicas a 1734, 1375, 1161 y 898
correspondientes a C=0O de xilanos conjugados,
deformaciones de C-H en celulosa y hemicelulosa;
vibraciones de C-O-C en celulosa y hemicelulosa
y deformaciones C-H en xilanos respectivamente,
presentan mayor proporcién relativa con relacién
ala estructura de la banda de la lignina a 1515, con
valores de 76, 56, 26 y 30, los cuales fueron mucho
mas bajos para los otros tratamientos. Esto signi-
fica que este sistema fue selectivo para degradar
las estructuras aromiticas dejando las celuldsicas y
hemiceluldsicas y, por tanto, se puede senalar que
hubo delignificacién selectiva. La proporcién de
lignina con respecto a estructuras alifiticas y car-
bohidratos se redujo en 70%. En el mismo periodo
se pudo establecer que no ocurrié delignificacién
selectiva cuando se utilizé Lentinus ssp.

Resultados de la caracterizacion quimica del
pasto P. purpureum x P. typhoides sometido a
los diferentes tratamientos

Los resultados para las muestras en el estudio-
FES dos- se registran en la tabla 2 El porcentaje de
materia seca pasé del 70,6% en el pasto que no se
sometio a fermentacién a més del 91% en las mues-
tras tratadas con las dos cepas de hongos con y sin
suplementacién con Mn.

Las muestras del pasto P. purpureum x P. typhoi-
des sin las cepas del hongo presentaron un conte-
nido alto de FDN (71,4%), el cual se localiz6 entre
74,9 y 78,9% cuando el mismo pasto se fermentd
con las cepas de hongos. Parece que esta tendencia
fue semejante para el caso de la FDA, si se tiene
en cuenta que, mientras en el tratamiento control
el valor fue de 44,8% en los tratamientos con el

Tabla 1. Porcentaje de lignina degradada con respecto a los promedios de las muestras tratamiento control

teniendo en cuenta los promedios de las diferentes relaciones de dreas de picos en IR-TF.

Ganoderma ssp a las 7semanas
Relacion de longitudes de onda 2920/1515 1734/1515 1375/1515 1161/1515 898/1515
Con Mn 70 76 56 26 30
Sin Mn 35 35 12 1 14
Lentinus ssp a las 7 semanas
Con Mn -2 -1 -3 -12 -1
Sin Mn 3 2 -4 -11 7
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hongo las cifras se ubicaron entre 52,6 y 55%. La
situacién de la LDA (lignina en detergente dcido)
fue diferente: a los 120 dias de edad el pasto presen-

t6 42,5% de esta fraccion. La fermentacién con las
dos cepas del hongo condujo a que la concentracién

de la LDA se ubicara entre 11y 12,2%.

Tabla 2. Caracterizacién quimica del pasto P. purpureum x P. typhoides sometido a los diferentes tratamientos
después de siete semanas (Valores expresados en porcentaje de la materia seca).

Tratamiento FZN FEA LBA E%QE? Celulosa '
Pasto sin tratar y({}s;—r 4‘11':?1 4(2):gi 26,6 2,3
Con Ganoderma spp 'y Mn 70%5; 5411:34: 12)',? 21,3 42,6
Con Ganoderma spp sin Mn 7;:;591i 5?:? 101:?; 21,7 42,2
Con Lentinus spp y Mn 705?’7% 55:? 101207i 26,3 41,6
Con Lentinus spp sin Mn ?22 505,60 01.%’225 22,5 42,8

' Valores estimados

+b<Valores promedio de tres determinaciones (p< 0.05)

Caracterizacion quimica de la pared celular
del pasto P. purpureum x P. typhoides, fermenta-
do con el hongo Ganoderma ssp suplementado
con Mn en el estudio -FES dos-

Los resultados de la caracterizacién quimica de la
pared celular de la tabla 3 se presentan inicamente
para el pasto fermentado con Ganoderma ssp en me-
dio suplementados con Mn (FES dos), porque con
este tratamiento hubo delignificacién selectiva.

Alas 7 semanas, el pasto del tratamiento control
presenté unos contenidos elevados de los compo-
nentes de la pared celular (77%, de FDN de 55,9%

de FDA y 59% de LDA); el contenido de LDA
constituyé la confirmacién de la alta lignificacién
de este pasto. En cambio, entre la muestra de pasto
del tratamiento control y las fermentadas se constatd
diferencia en el porcentaje de LDA al pasar de 59%
en el tratamiento control a 14,1%y 10,7% ala 4*y 72
semana de fermentacién (P <0,05). De acuerdo con
estos resultados, se deberfa esperar que un alimento
con alto contenido de FDN y de FDA pero bajo de
LDA tendria, en teorfa, mayor digestibilidad, lo que
significarfa que las muestras de pasto sometidas a la
FES serfan digeridas mejor por los rumiantes que
aquellas no fermentadas.

Tabla 3. Caracterizacién de la pared celular del pasto P. purpureum x P. typhoides después de cuatro y siete semanas
de fermentacién con Ganoderma ssp en medios con Mn (Valores expresados en porcentaje de la materia seca).

Condicién FgN FEA LEA E&r:si;? Celulosa’
Pasto sin hongo +Z)7A‘1?17 +%5§0 +%9“1%5 18,0 3,1
75,2 55,8 141
a ) ) )
Pasto a la 42 semana fermentado +0.890 +0595 +0.546 19,4 41,7
75,7 62,1 10,7
a ’ ’ H
Pasto a la 72 semana fermentado +0.739 +0.904 +0.748 13,6 51,7

! Valores estimados
“>¢Valores promedio tres determinaciones (p< 0.05)

Estudio de la digestibilidad de la materia seca
del pasto P. purpureum x P. typhoides fermen-
tado con Ganoderma ssp suplementado con
Mn en el estudio -FES dos-

En la figura 3 se presenta el comportamiento de
las curvas de degradabilidad in situ de la materia seca
de las muestras fermentadas con Ganoderma ssp. No

se encontro diferencia en esta variable de respuesta
en las muestras de pastos entre la segunda y la
séptima semana de fermentacién (P>0,05). En
esta figura se observa que para ninguno de los
tiempos de fermentacion, la regresién confirma
un comportamiento lineal entre el tiempo de in-
cubacién ruminal y la degradabilidad ruminal de
la materia seca.
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Figura 3. Comportamiento de la degradabilidad
in situ de la materia seca de muestras de pasto P.
purpureum x P. typhoides sometidas a siete semanas de
fermentacién con el hongo Ganoderma spp.

Y = 34,4 - 25471 x
R*=0,79

Fraccion b la MS, %

0 T T T T T T T !
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Semanas de fermentacion

Figura 4. Comportamiento de la digestibilidad in vitro

de la materia seca de muestras de pasto P. purpureum x

P. typhoides sometidas a siete semanas de fermentacién
con el hongo Ganoderma spp.

En la figura 4 se presentan los resultados del
estudio de digestibilidad in vitro de la materia seca.
Los resultados obtenidos con esta metodologia
siguen la misma tendencia que los obtenidos con
la degradabilidad in situ y permiten establecer
que el tiempo de fermentacién del pasto por el
Ganodema ssp explicé en buen porcentaje (79%)
la disminucién en el porcentaje de desaparicién
de la materia seca. El estudio de digestibilidad
in vitro también sugiere que no parecen existir
argumentos que autoricen concluir que existe
diferencia en el porcentaje de desaparicién de la
materia seca entre las semanas de fermentacién

(P> 0,05).

VITAE

Digestibilidad in wvifro ed la MS, %
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Figura 5. Curva de regresién de la digestibilidad in
vitro de la materia seca del pasto Pennisetum purpureum
x Pennisetum typhoides por el método de la celulasa
en funcién de las semanas de fermentacién con la
Ganoderma spp.

DISCUSION

En este estudio se pudo establecer, a partir de los
resultados arrojados por los andlisis por IR-TF y por
van Soesty Wine (30), que a las 7 semanas el proceso
de fermentacién con Ganoderma ssp en medios con
Mn present6 mayor proporcién de los grupos alquil
C-H que estructuras con esqueleto aromitico (ligni-
na). Lo anterior significa que el sistema fue selectivo
para degradar las estructuras aromadticas, dejando las
estructuras celulésicas y hemicelul6sicas.

Este resultado es muy promisorio si se compara
con los obtenidos por Xiaoyu et al (34) quiénes es-
tudiaron 34 cepas aisladas en la China. Estos autores
inocularon las cepas en medio liquido que contenia
culmos de Moso bambu (Phyllostachys pubescente) y
determinaron la pérdida de lignina y celulosa por el
método de van Soest; encontraron que solamente
dos cepas: E taxodii 2538 y T. versicolor lograron
obtener una delignificacién selectiva, es decir, alta
pérdida de lignina y baja de celulosa. Estos autores
utilizaron, entre otras técnicas, el anilisis por IR-TF
para corroborar los cambios relativos de la lignina
a 1510 cm™ contra los cambios en los picos de los
carbohidratos a otras longitudes de onda de manera
similar a los encontrados en este trabajo.

Los resultados obtenidos en el segundo montaje
para la FES sugieren que a las 7 semanas se encon-
tré una reduccién significativa en el contenido de
lignina, lo cual, en principio, se podria traducir en
el mejoramiento de la digestibilidad de la pared
celular por parte de los rumiantes. Algunos autores
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(35, 36, 37) se han manifestado sobre la relacién
que existe entre la lignina y otros componentes de
las paredes celulares, especialmente el entrecruza-
miento con ferulatos, los cuales tienen una fuerte
influencia negativa sobre la digestibilidad in vivo e
in vitro, a tal punto que el efecto es independiente
de la concentracién de lignina en la fraccién de
fibra analizada.

Tedricamente, la digestibilidad del forraje estd
dada en funcién de la cantidad y la calidad de la
pared celular que posea. De esta forma se espera que
a mayor contenido de ésta, menor sera la digestibi-
lidad del forraje. Por lo tanto se espera que cuanto
mayor sea el contenido de FDN, FDA y LDA de un
forraje, menor sera su digestibilidad. En el estudio,
ni los resultados de las pruebas de degradabilidad
in situ ni los de digestibilidad in vitro permiten
concluir que se haya presentado mejoramiento de
la digestibilidad de la materia seca del pasto como
consecuencia de la influencia ejercida por la cepa
de Ganoderma ssp utilizada. Posiblemente algunos
componentes activos de la cepa pudieron haber
interferido en la degradacién de los carbohidratos
estructurales. Para que se inicie la digestién de
las paredes celulares en el rumen, primero ocurre
la colonizacién de las particulas por parte de los
microorganismos; puede ser que la estructura de
las muestras degradadas no haya sido adecuada
para que se hubiese dado esta colonizacién, como
posiblemente si ocurre en las muestras de pasto que
no fueron fermentadas (35, 36, 37). Las relaciones
entre la lignina y los componentes fendlicos de
la pared celular determinan su influencia sobre
la digestibilidad tanto in vivo como in vitro. En las
paredes celulares de los pastos, la lignina que se
encuentra entrecruzada con arabinoxilanos parece
ser un importante factor que limita la utilizacién
de la energfa por los microorganismos del rumen;
esta proporcién puede variar significativamente
entre las muestras tratadas y las no tratadas. Algu-
nos autores sostienen que el complejo mecanismo
de degradaciéon ruminal de la fibra en detergente
neutro digerible es selectivamente retenida en el
rumen comparada con la indigerible. Malherbe
y Cloete (38) presentaron una revisién en la que
concluyeron que no se ha logrado obtener, en escala
industrial,el mejoramiento de los forrajes con la
utilizacién de los hongos de la podredumbre; una
posible explicacién es que su naturaleza animal los
prevenga de la ingestién de hongos, porque ellos
pueden contener téxicos o ser toxicos para la mi-

croflora de su rumen vy, por lo tanto, también ser
toxicos para los animales.

Como resultado de la compleja composicién de
la pared celular, los actuales métodos de anilisis de
caracterizacién quimica sélo proporcionan in-
formacién de una composicién promedio de las
paredes celulares en un alimento, y su capacidad
para dar cuenta de la influencia que ejercen los tipos
individuales de tejidos sobre el animal es limitada.
Esto explica por qué varios autores (35, 36, 37, 38)
han sugerido que para un anilisis efectivo de la
evaluacién nutricional de los forrajes no se deberfan
utilizar las actuales pruebas de caracterizacién de la
pared celular ni las de digestibilidad in vivo e in vitro
como criterio de seleccién directo y inico y que se
requieren anilisis estereoquimicos y la elucidacién
de los compuestos con actividad antinutricional.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican
varios aspectos basicos que son consistentes:

1. Después de siete semanas, el contenido de mate-
ria seca no fue igual en las muestras procedentes
del pasto sin el hongo (70,6%) que en aquellas
fermentadas con el hongo con o sin suplemen-
tacién con Mn (superior al 91%).

2. Pero de igual forma se increment6 el contenido
de FDN (al pasar de 71,4% a valores por enci-
ma de 74,9%) y FDA (pasé de 44,8% a valores
superiores a 52,6%).

3. Elhecho mis notable fue la caida en el porcentaje
de la LDA en las muestras sometidas a biodegra-
dacién, especialmente con la cepa Ganoderma ssp
donde pasé de 55,9% a 10,7%.

4. También que en las muestras tratadas con Ga-
noderma spp se obtiene una pérdida del 70% de
los compuestos aromdticos con relacién a los
alifiticos determinada por Ir-TF.

5. El hongo Ganoderma spp se presenta con un
gran potencial para degradar selectivamente la
lignina del pasto King grass dejando disponible la
celulosa. Es importante continuar las investiga-
ciones en este campo y adelantar la posibilidad
de utilizar este sustrato y otros potencialmente
utiles como algunas especies de bambd, te-
niendo en cuenta que ambos pertenecen a la
familia de las gramineas y su uso con estos fines
podria constituir un aporte en la basqueda de
alternativas de alimentos de valor nutricional
para al ganado.
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