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RESUMEN. Recientemente, el nopal forrajero se ha introducido en la alimentacién animal. Sin embargo, una limitante
del nopal es su bajo contenido de proteina cruda. Una tecnologia que se puede utilizar para incrementar la calidad
nutritiva del nopal es la fermentacién en estado sélido (FES). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de Kluyveromyces marxianus y Saccharomyces cerevisiae en la dindmica de fermentacién del nopal forrajero. Se
colocaron 250 g de nopal picado con el 1 % de levadura en matraces de 500 ml, los cuales se incubaron por 24, 48, 72
y 96 h a 32 °Cy 28 °C para K. marxianus y S. cerevisiae, respectivamente. A las muestras secas del nopal fermentado
se les determinaron los contenidos de materia seca (MS), proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN), fibra
detergente acido (FDA), lignina (L) y digestibilidad verdadera in vitro de la MS (DVIVMS). Los datos obtenidos fueron
analizados con un disefio completamente al azar con arreglo factorial 2 x 5 con mediciones repetidas. Se observaron
interacciones entre tipo de levadura x tiempo de fermentacién para los contenidos de MS, PC, DVIVMS, FDN, FDA y
L (P < 0.05). De acuerdo con los resultados obtenidos, las mejores caracteristicas nutritivas en el nopal fermentado
se obtuvieron a las 48 y 96 h de fermentacion con S. cerevisiae y K. marxianus respectivamente.
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ABSTRACT. Forage prickly pear has recently been introduced into animal feed. However, its content of crude
protein is low. A biotechnology than may be used to increase the nutritional quality of the prickly pear is solid state
fermentation. Thus, the purpose of this study was to evaluate the effect of Kluyveromyces marxianus and Saccha-
romyces cerevisiae on the fermentation dynamics of the prickly pear. Prickly pear was chopped up and 250 g were
placed in 500 ml flasks with 1 % of yeast. It was incubated for 24, 48, 72 and 96 h at 32 and 28 °C for K. marxianus
and S. cerevisiae respectively. Dry samples of fermented prickly pear were analysed for dry matter (DM), crude protein
(CP), neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), lignin (L) and in vitro true digestibility of the DM
(IVTDDM). The data obtained were analysed with a completely random design and a 2 x 5 factorial arrangement
with repeated measurements. Interactions were observed between the type of yeast x fermentation time for DM, CP,
IVTDDM, NDF, ADF and L (P < 0.05). According to the results obtained, the best nutritional characteristics in the
fermented prickly pear were obtained at 48 h and 96 h with S. cerevisiae and K. marxianus, respectively.

Key words: Prickly pear, solid state fermentation, yeast, nutritional quality.

INTRODUCCION disponibilidad de forraje sobretodo en la época de
secas (Murillo et al. 2012). Esto obliga a la suple-

La produccién de forraje en el norte de México mentacién alimenticia durante la época de escasez

es limitada por lo irregular de la distribucién de las de forraje con concentrados comerciales para cubrir
lluvias durante el afio, lo cual resulta en una baja las necesidades principalmente de proteina y energia
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de los animales. Sin embargo, el uso de concentra-
dos eleva hasta 40 % el costo de la alimentacién,
lo que hace necesario emplear nuevas alternati-
vas que abaraten los costos (Herrera, 2011). Bajo
estas condiciones de produccién, una alternativa
que recientemente se viene utilizando es el uso
de nopal forrajero en la alimentacién del ganado
(Gutiérrez et al. 2009). Sin embargo, una limi-
tante del nopal forrajero es su bajo contenido de
proteina cruda (4 %, Gonzalez y Diaz 2009). Una
tecnologia que se puede utilizar para incrementar
la calidad nutritiva del nopal, es la fermentacién
en estado solido (FES) por medio de la cual se
puede obtener biomasa a partir del empleo de los
carbohidratos presentes en el sustrato (Pelaez et
al. 2011). Este tipo de fermentacion permite al
mismo tiempo, hidrolizar la celulosa y el empleo
de la glucosa (Chavez et al. 2009). Entre los mi-
croorganismos mas utilizados en este proceso son
levaduras como Saccharomyces cerevisiae y algu-
nas especies de Kluyveromyces (Van Markis et al.
2006). Este tipo de levaduras se han empleado
para la generacion de biomasa microbiana formada
principalmente por levaduras, hongos y bacterias.
Ademas, posee un alto valor proteico, por lo que
recibe el nombre de proteina unicelular (Grba et
al. 2002). El proceso de produccién de proteina
unicelular es una via biotecnolégica adecuada para
incrementar el valor proteico de alimentos con bajo
contenido de proteina como el nopal (Palmerin et
al. 2011). El fermentado de nopal con este proceso
le proporciona valor agregado, al obtenerse proteina
de calidad para la alimentacién animal (Buitrago et
al. 2008). El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de Kluyveromyces marxianus y Saccha-
romyces cerevisiae en la calidad nutritiva del nopal
forrajero a través del tiempo de fermentacién.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El presente estudio se llevé a cabo en los
laboratorios de posgrado del Instituto Tecnolégico y
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Juarez, ambas instituciones del
Estado de Durango. Las muestras de nopal forra-
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jero (variedad AV6) se obtuvieron en una nopalera
perteneciente al rancho Santa Cruz del Aguaje
ubicado en el km 17.5 de la Carretera Durango
Mezquital a 24° 28 N, 104° 40 W, y 1890 msnm
con temperatura media anual de 17.5 °C y pre-
cipitaciéon media de 550 mm (INEGI, 2012). La
composicién quimica promedio n = 5) de las mues-
tras de nopal evaluadas en el presente estudio se
muestra en la Tabla 1.

Activacion de la levadura K. marxianus

Se inoculé6 K. marxianus en caldo de GPY
(dextrosa y peptona 2 %, extracto de levadura 1
%) aun pH de4.8a28°C por12hy 120 rpmen un
incubadora con agitacién (Frazier y Westhoff 1993)
para el crecimiento favorable de la levadura. En-
seguida se ley6 el nimero de levaduras por mililitro
en el caldo mediante la camara de newbawer. Fi-
nalmente se calculé la cantidad de ml del inoculo
necesaria para iniciar la fermentacién de 250 g de
nopal (1 x 108 células de K. marxianus, cantidad
adecuada para iniciar una fermentacién).

Fermentacion del nopal con K. marxianus

Se utilizaron 250 g de nopal forrajero picado
en pequefios trozos con un molino de cuchillas para
alimentos y se introdujeron en matraces de 500
ml, enseguida se afiadieron 13 ml de una suspen-
sion de levaduras equivalente a una concentracién
de 1 x 108 células de K. marxianus (por triplicado
por tiempo de fermentacién). Inmediatamente el
contenido de los matraces se mezclaron para ho-
mogenizar el sustrato y la levadura dentro de cada
matraz. Los matraces se colocaron en una est-
ufa incubadora con temperatura controlada a 28
°C (temperatura de incubacién para K. marxianus)
por 24, 48, 72 y 96 h. Al concluir cada periodo
de tiempo, las muestras extraidas de la estufa in-
cubadora se secaron a 55 °C por 24 h en una estufa
de aire forzado.

Fermentaciéon del nopal con Saccharomyces
cerevisiae

En matraces erlenmeyer de 500 ml se colo-
caron 250 g de nopal forrajero picado y 2.5 g de
un producto comercial (Biotecap) elaborado apartir
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Tabla 1. Interacciones entre la levadura y el tiempo de fermentacién en la com-

posicién quimica del nopal fermentado con dos tipos de levaduras.
Table 1. Interactions between yeast and fermentation time in the chemical com-

position of prickly pear fermented with two types of yeast.

Levaduras

S. cereviceae K. marxianus

Materia seca (%)

Media EEM P<

Oh 91.31 90.42 90.86 0.4246 *
24 h 93.60 92.63 93.11 0.4246 *
48 h 94.33 93.73 94.03 0.4246 NS
72 h 93.11 94.83 03.27 0.4246  ***
96 h 96.86 94.23 94.04 04246 NS
Media 93.24 93.16

Proteina cruda (%) Media EEM  P<
Oh 12.22 9.10 10.66 0.6273  **
24 h 12.52 8.97 10.75 0.6273  **
48 h 14.04 9.70 11.87 0.6273  ***
72 h 13.52 11.19 12.36  0.6273 *
96 h 12.39 13.64 13.01 0.6273 NS
Media 12.24 10.52

Digestibilidad de la materia seca (%)

Media EEM P<

Oh 90.41 87.39 88.90 1.36 *
24 h 85.25 88.18 86.72 1.36 *
48 h 90.86 90.19 90.53 1.36 NS
72 h 86.59 88.13 87.36 1.36 NS
96 h 81.14 80.31 80.72 1.36 NS
Media  86.85 86.84

EEM: Error estandar de la media, *(P < 0.05), **(P < 0.01), ***(P
< 0.001), NS: interaccién no significativa.

de: a) compuestos propios de la fermentacién; b)
células de levadura viva (Sacharomyces cerevisiae)
y ¢) oligosacaridos; mananos y 3-glucanos. El nopal
se fermentd por periodos de 24, 48, 72y 96 h a 32
°C que es la temperatura ideal para el crecimiento
de S. cereviseae.

Una vez concluido el proceso de fermentacion,
a las muestras de nopal fermentado con ambas
levaduras y de los diferentes tiempos se les deter-
minaron los contenidos de materia seca (MS), PC
(AOAC, 1994), FDN, FDA y L (Van Soest et al.
1991), asi como digestibilidad verdadera in vitro
de la MS (DVIVMS) (ANKOM, 2008). La com-
posicién quimica del nopal forrajero es la siguiente:
11.34 % MS 6.7 % PC, 38.2 % FDN, 13.0 % FDA,
3.8 % Ly 87.0 % DIVMS.

Analisis Estadistico
Se utilizé un disefio completamente al azar
con arreglo factorial 2 x 5 con mediciones cada

24 horas. Los factores evaluados fueron tipo de
levadura (K. marxianus y S. cereviseae) y tiempos
de fermentacion (0, 24, 48, 72 y 96 h). El modelo
incluyé los efectos de tipo de levadura, tiempos de
fermentacién y la interaccién entre ambos. Como
efecto aleatorio se consideré el matraz anidado den-
tro de tratamiento (tipo de lavadura). Los datos
se analizaron con el procedimiento Mixed de SAS
(2009).

RESULTADOS

Se observé interaccién entre el tipo de
levadura x tiempo de fermentacién para el contenido
de MST, PC y DVIVMS (P < 0.05, Tabla 1); por
lo que Gnicamente se discuten las medias de cada
tipo de levadura por tiempo de fermentacién. El
mayor contenido de PC del nopal fermentado se
registré a las 48 h con Sacharomyces cereviciae y
fue diferente al contenido de PC con K. marxianus
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en el mismo tiempo de fermentacién (P < 0.001).
Después de las 48 h de fermentacién, el contenido
de proteina mostré una tendencia a disminuir con S.
cerevisiae;, mientras que con Kluyveromyces marxi-
anus el contenido de PC en el nopal se incrementé
linealmente hasta las 96 h de fermentaciéon. Tam-
bién, el nopal fermentado con S. cerevisiae incre-
ment6 la digestibilidad a las 48 h de fermentacién y
fue igual a la digestibilidad del nopal fermentado con
K. marxianus en el mismo tiempo de fermentacién
(P < 0.05).

La interaccion tipo de levadura x tiempo de
fermentacién fue significativa (Tabla 2, P < 0.05)
para los contenidos de FDN, FDA y L. En general
con ambas levaduras el contenido de FDN tendié
a disminuir a través del tiempo de fermentacion.
La menor concentracién de FDN se observé a las
96 h con K. marxianus y fue diferente al contenido
de FDN registrado con S. cerevisiae en el mismo
tiempo de fermentacién (P < 0.001). De igual
manera, el contenido de FDA disminuy6 a través del
tiempo de fermentacién. La menor concentracién
de FDA se observé a las 96 h con K. marxianus y
fue diferente al contenido de FDA registrado con S.
cerevisiae en el mismo tiempo de fermentacién (P <
0.001). Por lo que respecta al contenido de lignina,
se observé una disminucién con S. cerevisiae; mien-
tras que con K. marxianus se incrementd hasta las
72 h de fermentacién. El menor contenido de L se
registr6 a las 0 h con K. marxianus y fue diferente
a S. cerevisiae en el mismo tiempo de fermentacién
(P < 0.001), mientras que con S. cerevisieae se
observé la menor concentracién de L a las 48 h y
fue diferente a K. marxianus en el mismo tiempo de
fermentacién (P < 0.001).

DISCUSION

Materia seca

A pesar de que no se observaron diferencias
estadisticas en el contenido de MST (100 °C) con
ambas levaduras, numéricamente el contenido de
MST obtenido con S. cerevisiae a las 96 h de fer-
mentacién fue 2.71 % mayor que la MST registrada
con K. marxianus. Esta diferencia en el contenido de
MS podria atribuirse al crecimiento de S. cerevisiae
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en el sustrato (nopal). Esta levadura hace un uso
eficiente de los carbohidratos presentes en el nopal
cuyo metabolismo produce CO2, H20 y energia en
forma de ATP (Sato y Sudo, 1999). Se sabe que
el carbono es suministrado por los carbohidratos
(Giraldo y Lépez 2008) como los presentes en el
nopal, y la concentracién de azicar inicial afecta
la velocidad de fermentacién, el comportamiento
y el desarrollo de las células de la levadura. De-
bido a que una alta concentracién de azicares (22
%) puede ocasionar una deficiencia respiratoria en
la levadura y un descenso en la velocidad de fer-
mentacién (Brock 1993).

Proteina cruda

La adicién de S. cereviciae incrementé de
6.71 a 14.04 % el contenido de PC a las 48 h de
fermentacién; mientras que con la adicién de K.
marxianus se incrementé de 6.71 a 13.64 % a las
96 h. El incremento en el contenido de PC podria
deberse tanto a un aumento en la concentracién de
levaduras como a el contenido de nitrégeno total
(organico e inorganico) del nopal debido a que las
levaduras no utilizan el nitrégeno del aire (Lane y
Morrissey 2010). De esta manera, un incremento
del nitrégeno en el sustrato no ocurre durante el
proceso, pero una reduccién en el peso del sustrato
ocurre debido a la volatilizacién del COs y HoO du-
rante la fermentacién. Esto justifica el incremento
de la PC (Araujo et al. 2005). Resultados similares
a los de este estudio fueron registrados por estos
mismos investigadores en nopal fermentado con 5 %
de Saccharomices cereviseae a 30 °C de temperatura
(14.88 %). No se han reportado valores de PC en
nopal fermentado con K. marxianus. Sin embargo,
Diaz et al. (2012) reporta un 19.36 % de PC en
nopal fermentado a las 12 h con un inoculo de K.
lactis, urea, calcio sulfato de amonio y minerales. La
diferencia en el incremento en la concentracién de
proteina en el nopal fermentado con K. marxianus y
S. cerevisiae en el tiempo de fermentacién para al-
canzar la maxima concentracién de proteina podria
atribuirse a la velocidad de fermentacién para alcan-
zar la fase estacionaria de cada tipo de levadura (K.
marxiaus 19 h'y S. cerevisiae 24 h, Zumabado et al.
2006). Estos mismos autores mencionan que la fase
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Tabla 2. Contenido de fibras detergentes en nopal fermentado con dos tipos de

levaduras.
Table 2. Content of detergent fibers in prickly pear fermented with two types of
yeast.
Levaduras
S. cereviceae K. marxianus
Fibra detergente neutro (%) Media EEM  P<
0h 32.91 34.96 33.94 1.23 *kx
24 h 41.11 36.36 38.73 1.23 *okx
48 h 32.01 21.22 26.61 1.23 *ok
72 h 29.20 19.69 24.44 1.23 *xk
96 h 25.71 17.23 21.47 1.23 *xk
Media 32.19 25.89
Fibra detergente acido (%) Media EEM  P<
0h 13.71 13.10 13.41 0.4347 NS
24 h 17.09 15.09 16.09 0.4347  *¥**
48 h 11.66 13.69 12.67 0.4347  ***
72 h 12.83 11.38 12.10 0.4347  **
96 h 12.43 10.73 11.58 0.4347  **
Media 13.54 12.80
Lignina (%) Media EEM P<
0h 3.33 1.74 2.54 0.1118  ***
24 h 3.03 2.18 3.10 0.1118  ***
48 h 1.54 3.27 2.41 0.1118  ***
72 h 2.07 4.0 3.04 0.1118  ***
96 h 2.31 3.11 3.71 0.1118  ***
Media  2.65 3.26

EEM: Error estandar de la media, *(P < 0.05), **(P < 0.01), ***(P
< 0.001), NS: interaccién no significativa.

estacionaria de K. marxianus se alcanza a las 19 h
en el suero de leche y alcanza una concentracién de
proteina de 32 % en la biomasa microbiana. Esto
sugiere que K. marxianus emplea la lactosa como
sustrato. Sin embargo, el nopal carece de lactosa
por lo que se infiere que K. marxianus emplea los
azicares presentes en el nopal de manera méas lenta
ya que se observa que conforme avanza el tiempo
de fermentacién la concentracién de carbohidratos
estructurales en el nopal fermentado disminuye y la
concentracién de PC incrementa pero sin observar
en ninguna de estas variables una concentracién
constante. Por su parte, S. cerevisiae requiere de
25 h para alcanzar la fase estacionaria, pero utiliza
los carbohidratos del nopal de manera mas eficiente
que K. marxianus pues alcanza una mayor con-
centracién de PC en menor tiempo. Ademads, la
concentracién inicial de glucosa en el nopal puede
afectar la velocidad de fermentacién y por lo tanto
la concentracion de PC (Liti et al. 2001). Se dice

que a niveles mayores de 30 gL' se puede manifes-
tar el efecto crabtree negativo en el cual se produce
etanol bajo condiciones de Oy limitante y los cul-
tivos en matraces se consideran limitados de Oy y
por esta razén K. marxianus pudo haber exhibido
una larga fase de crecimiento restrictivo asociado a
la produccién de etanol (Inchaurrondo et al. 1994)
y por consecuencia una disminucién en la formacién
de biomasa de forma considerable (Postma et al.
1989).

Digestibilidad de la materia seca

La digestibilidad observada a las 48 h de fer-
mentacién tanto con S. cerevisiae como con K.
marxianus es de 93 % y es menor a la reportada por
Araujo et al. (2005) en Opuntia fiscus enriquecido
con S. cerevisiae (95.8 %) y mayor a la registrada
por Graciano et al. (2008) en Opuntia fiscus (78
%). El incremento observado en la DVIVMS en este
estudio podria estar relacionado con el contenido de
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azhcares solubles (extracto libre de nitrégeno) v el
bajo contenido de FDN y L (Van Soest 1982); es
decir, este aumento puede deberse a las propiedades
intrinsecas de la pared celular, lo que finalmente de-
fine su utilizacién en la alimentacién animal (Buxton
y Mertens 1985).

Fibra detergente neutra y Fibra detergente
acido

No existen trabajos que reporten los
contenidos de FDN y FDA en nopal fermentado,
sin embargo, Pinos et al. (2010) registraron un
contenido de 28.8 y 154 % de FDN y FDA
respectivamente en pencas de Opuntia fiscus-indica
de 30 dias de edad sin fermentar, los cuales
coinciden con los valores encontrados en este es-
tudio en el nopal fermentado con S. cerevisiae a las
72 h.

La pared celular de las plantas es la fraccién
insoluble del forraje después de exponerlo al
tratamiento con solucién detergente neutro. Esta
fraccién contiene celulosa, hemicelulosa, silice,
proteina indigestible y lignina (Van Soest et al.
1991). La FDN puede representar hasta dos ter-
ceras partes de la MS de los forrajes (Jarrige 1988).
De acuerdo con Van Soest (1982), los forrajes
con un contenido menor a 40 % de FDN pueden
considerarse como de buena calidad, mientras que
aquellos que sobrepasan el 60 %, pudieran interferir
con la digestién y el consumo. Por consiguiente,
los niveles de FDN obtenidos en este estudio indi-
can, valores nutritivos adecuados que pueden fa-
vorecer el desempefio productivo de los animales
que consuman nopal fermentado. Mertens (1994)
indica que la fraccién de FDA en los forrajes repre-
senta la cantidad de fibra indigestible y que valores
aproximados al 30 % favorecerian el consumo de
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