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Resumen

Los pastos y forrajes son la principal fuente de alimentos para 
los bovinos en el trópico, pero la producción forrajera varía 
en calidad y cantidad a través del año afectando directamen-
te la productividad del ganado. Una alternativa en épocas de 
sequias es el uso de caña de azúcar (CA), pero tiene baja di-
gestibilidad (20 %), poca proteína (2.5 a 4.5 %) y un desequi-
librio mineral. El objetivo de este estudio fue evaluar el uso de 
la CA integral en un proceso biotecnológico de fermentación 
en estado sólido (FES) con un hongo de la pudrición blanca 
(Pleurotus sapidus). La composición química del FES se eva-
luó en el día 0 (CF-0) y 15 (CF-15) y los valores de DIVMS, 
PT, FDN y FDA fueron: 1) para CF-0, 59.17, 2.53, 50.18 y 
31.80 %; 2) para CF-15, 65.08, 6.23, 74.24 y 60.84 %. 
La actividad enzimática de celulasas, xilanasas y lacasas se 
evaluó sólo para CF-15: 1.96, 2.08 y 5.25 UI g-1 MS. Los 
ensilados de CA integral incluyeron 0, 10 y 20 % de CF-15 
y se evaluaron cambios en su composición química a 0, 8 y 
16 d de ensilaje. A los 16 d los ensilados mostraron pH 4.2 y 
aumento (p£0.05) del ácido láctico, acético y NH3-N; en el 
tratamiento con 20 % CF-15 hubo mayor (p£0.05) DIVMS 
(69.19 %) y volumen máximo de producción de gas in vitro 
(207.09 mL mg-1 MS). El análisis de los resultados sugiere 
que se pueden incluir fermentos sólidos con P. sapidus para 
mejorar la DIVMS y las variables fermentativas de los ensila-
dos de CA integral.
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Abstract

Grasses and forages are the principal food source for bovines 
in the tropic, but forage production varies in quality and 
quantity throughout the year, directly affecting cattle 
productivity. An alternative in dry seasons is the use of sugar 
cane (SC), however it has both low digestibility (20 %) and 
protein (2.5 to 4.5 %), and also a mineral imbalance. The 
objective of the present study was to evaluate the use of whole 
SC in a biotechnological process of solid state fermentation 
(SSF) with a white rot fungus (Pleurotus sapidus). An 
evaluation was made of the chemical composition of the SSF 
on day 0 (CF-0) and 15 (CF-15) and the values of IVDMD, 
TP, NDF and ADF were: 1) for CF-0, 59.17, 2.53, 50.18 and 
31.80 %; 2) for CF-15, 65.08, 6.23, 74.24 and 60.84 %. The 
enzymatic activity of cellulases, xylanases and laccases was 
evaluated only for CF-15: 1.96, 2.08 and 5.25 IU g-1 DM. 
The whole SC silage included 0, 10 and 20 % of CF-15 and 
changes were evaluated in its chemical composition at 0, 8 
and 16 d of silage. At 16 d the silage presented pH 4.2 and 
increase (p£0.05) of lactic acid, acetic acid and NH3-N; in 
the treatment with 20 % CF-15 there was higher (p£0.05) 
IVDMD (69.19 %) and maximum volume of in vitro gas 
production (207.09 mL mg-1 DM). The analysis of the results 
suggests that solid ferments can be included with P. sapidus 
to improve the IVDMD and the fermentative variables of 
whole SC silage.

Key words: Pleurotus sapidus, cellulases, laccases, xylanases, fiber 
digestibility.
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gestibilidad de la fibra.

Introducción

La caña de azúcar (CA) es un recurso forrajero 
abundante en el trópico mexicano y su incon-
veniente principal es el contenido escaso de 

proteína y la digestibilidad baja de la fibra debido a 
que sus paredes celulares tienen un alto contenido de 
hemicelulosa, celulosa y lignina (Cano et al., 2003). 
Por tanto, se usan tratamientos físicos, químicos y 
biológicos o sus combinaciones para reducir la fibra, 
particularmente el complejo lignocelulósico (Fahey et 
al., 1993). Los tratamientos biológicos con hongos 
de la pudrición blanca tienen grandes ventajas, por 
sus enzimas fibrolíticas (extractos fibrolíticos) obteni-
das por técnicas biotecnológicas como fermentación 
líquida y en estado sólido, y han contribuido a la pre-
digestión de la fracción fibrosa de diversos forrajes y 
subproductos. Para estos tratamientos se considera el 
tipo de forraje, dosis, dieta, presentación del produc-
to (líquido o sólido) y  su incorporación al sustra-
to de interés (Jalĉ et. al., 1999; McAllister et. al., 
1999; Cuervo et. al., 2009). Entre las enzimas que 
producen estos hongos de pudrición blanca están 
celulasas (E.C.3.2.1.4), lacasas (E.C.1.1.0.3.2) y 
xilanasas (E.C.3.2.1.8), que participan en la rup-
tura de compuestos polifenólicos, enlaces gluco-
sídicos b-1,4 en polisacáridos como la celulosa y 
hemicelulosa de la pared celular unidos a lignina. 
El objetivo del presente estudio fue evaluar el efec-
to de la inclusión de diferentes porcentajes de fer-
mentado en estado sólido, a base de caña de azú-
car, y el hongo Pleurotus sapidus en ensilados de 
CA integral.

Materiales y Métodos

Material biológico

Forraje

Se usó CA integral (hojas, tallo y cogollo) variedad MEX 
79-431, de un año de edad, recolectada de una parcela en el Mu-
nicipio de Ciudad de Ayala, Morelos, México, ubicado a 18° 46’ 
0” N y 98° 59’ 0” O y a 1400 m de altitud; con clima cálido 
subhúmedo, precipitación y temperatura promedio anual de 
800 mm y 24 °C. La CA se cortó a un tamaño de partícula de 

Introduction

Sugar cane (SC) is an abundant forage resource 
in the Mexican tropic, and its principal 
drawback is the scant protein content and 

low digestibility of the fiber, due to the fact that 
its cell walls have a high content of hemicelluloses, 
cellulose and lignin (Cano et al., 2003). Therefore, 
physical, chemical and biological treatments or 
their combinations are used to reduce the fiber, 
particularly the lignocellulose complex (Fahey et al., 
1993). The biological treatments with white rot fungi 
show great advantages due to their fibrolytic enzymes 
(fibrolytic extracts) obtained by biotechnological 
techniques such as liquid fermentation and solid 
state fermentation, and have contributed to the pre-
digestion of the fibrous fraction of diverse forages and 
byproducts. For these treatments the type of forage, 
diet dose, presentation of the product (liquid or solid) 
are considered, along with its incorporation to the 
substrate of interest (Jalĉ et al., 1999; McAllister et 
al., 1999; Cuervo et al., 2009). Among the enzymes 
produced by these white rot fungi are the following: 
cellulases (E.C.3.2.1.4), laccases (E.C.1.1.0.3.2) 
and xylanases (E.C.3.2.1.8), which participate in 
the rupture of polyphenolic compounds, and b-1,4 
glycosidic bonds in polysaccharids such as cellulose 
and hemicelluloses, of the cell wall bonded to lignin. 
The objective of the present study was to evaluate 
the effect of the inclusion of different percentages of 
solid state fermentation, based on sugar cane, and the 
fungus Pleurotus sapidus in whole SC silage.

Materials and Methods

Biological material

Forage

Whole SC was used (leaves, stem and bud), variety MEX 79-
431, of one year of age, collected from a plot in the municipality 
of Ciudad de Ayala, Morelos, Mexico, located at 18° 46’ 0” N 
and 98° 59’ 0” W and at 1400 m altitude; with sub-humid warm 
climate, average annual rainfall and temperature of 800 mm and 
24 °C. The SC was cut to a particle size of 1.5 to 2.5 cm with a 
knife grinder of ½ HP gasoline motor (Azteca, México). 

Solid state fermentation CF-0 and CF-15

Solid state fermentation (SSF) CF-0 and CF-15 was obtained 
using 9.200 kg of whole SC exposed 48 h to air, turning it over 
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1.5 a 2.5 cm con una picadora de cuchillas con motor a gasolina 
de ½ HP (marca Azteca, México).

Fermentado en estado sólido CF-0 y CF-15

El fermentado en estado sólido (FES) CF-0 y CF-15 se ob-
tuvo usando 9.200 kg de CA integral oreada 48 h, con volteos 
cada 8 h, y se mezclaron con 800 g de micelio activado con P. 
sapidus (CF-0) obtenido de la empresa Prodicet (México). El FES 
se almacenó en bolsas cerradas de plástico, transparentes, calibre 
7, con perforaciones (1 cm), que se mantuvieron a la sombra por 
0 (para CF-0) y 15 d (para CF-15) a 28 °C.

Análisis químicos de CF-0 y CF-15

En CF-0 y CF-15 se evaluó materia seca (MS) y proteína 
total (PT) según AOAC (1995), fibra detergente neutro (FDN) 
y ácido (FDA), hemicelulosa (HMCE) de acuerdo con Van Soest 
et. al. (1991) y digestibilidad in vitro de la MS (DIVMS) con el 
método de Menke et al. (1979).

 
Extracto enzimático del CF-15

Durante 20 min se maceraron 30 g de CF-15 en un mortero 
con 45 mL de amortiguador de citrato pH 5.3 y 50 mM, se pren-
só manualmente y filtró a través de gasa (Ayala et al., 2011). El 
líquido resultante se centrifugó 20 min (10 000 rpm) a 4 °C, para 
obtener el extracto enzimático (líquido sobrenadante).

Proteína soluble y actividad enzimática

La proteína soluble se midió con el método de Bradford 
(1976). El estándar fue seroalbumina bovina 0.15 M (SIGMA) 
disuelta en amortiguador de citrato 50 mM y pH 5.3, la mezcla 
de reacción fue 800 mL de extracto enzimático y 200 mL de 
reactivo de Bradford (Bio-Rad). Se agitó vigorosamente en vórtex 
y después de 5 min se leyó a l 595 nm en un espectrofotómetro 
(Perkin Elmer UV/VIS, USA).

La actividad enzimática de celulasas y xilanasas se midió con 
el método del ácido dinitrosalicílico (DNS) para azúcares reduc-
tores (Miller, 1959). En el método para celulasas, modificado por 
Márquez et al. (2007) y Ayala et al. (2011), se usó como sustrato 
carboximetilcelulosa (CMC, viscosidad media; Sigma-Aldrich 
C4888) al 0.5 % en amortiguador de citrato 50 mM y pH 4.8. 
Para xilanasas, según la técnica modificada por Loera y Córdova 
(2003), se usó como sustrato xilano de avena (Sigma X-0627) a 
0.5 % en amortiguador de citrato 50 mM y pH 5.3. La lectura 
se realizó a l 540 nm con un espectrofotómetro (Perkin Elmer 
UV/VIS, USA). La actividad enzimática se reportó como unida-
des internacionales (UI) y una UI es la cantidad de enzima que 

every 8 h, and mixing with 800 g of mycelium activated by P. 
sapidus (CF-0) bought at Prodicet enterprise (México). The SSF 
was stored in closed transparent plastic bags, caliber 7, with 
perforations (1 cm), which were maintained in shade for 0 (for 
CF-0) and 15 d (for CF-15) at 28 °C.

Chemical analysis of CF-0 and CF-15

In CF-0 and CF-15 an evaluation was made of dry matter 
(DM), total protein (TP) according to AOAC (1995), neutral 
(NDF) and acid (ADF) detergent fiber, hemicelluloses (HMCE) 
according to Van Soest et al. (1991) and in vitro digestibility of 
the DM (IVDMD) with the method of Menke et al. (1979).

Enzymatic extract of CF-15

During 20 min 30 g of CF-15 were macerated in a mortar 
with 45 mL of citrate buffer pH 5.3 (50 mM), manually pressed 
and filtered through mesh (Ayala et al., 2011). The resulting 
liquid was centrifuged for 20 min (10 000 rpm) at 4 °C to obtain 
the enzymatic extract (supernatant liquid).

Soluble protein and enzymatic activity

The soluble protein was measured according to Bradford 
(1976). The standard was bovine seroalbumin 0.15 M (SIGMA) 
dissolved in citrate buffer 50 mM and pH 5.3, the reaction 
mixture was 800 mL of enzymatic extract and 200 mL of 
Bradford reactant (Bio-Rad). It was vigorously agitated in vortex 
and after 5 min was read at l 595 nm in a spectrophotometer 
(Perkin Elmer UV/VIS, USA).

The enzymatic activity of cellulases and xylanases was 
measured with the dinitrosalicylic acid method (DNS) for 
reductive sugars (Miller, 1959). In the method for cellulases, 
modified by Márquez et al. (2007) and Ayala et al. (2011), 
carboxymethylcellulose was used as substrate (CMC, medium 
viscosity; Sigma-Aldrich C4888) at 0.5 % in citrate buffer 50 
mM and pH 4.8. For xylanases, according to the technique 
modified by Loera and Córdova (2003), oat xylane (Sigma 
X-0627) at 0.5 % was used as substrate in citrate buffer 50 
mM and pH 5.3. The reading was made at l 540 nm with 
a spectrophotometer (Perkin Elmer UV/VIS, USA). The 
enzymatic activity was reported as international units (IU), 
and one IU is the amount of enzyme produced by 1 mmol of 
reductive sugars (xylose or glucose) for 1 min in the conditions 
of the reaction.
     The activity of the laccases was determined according 
to Bourbonnais et al. (1997) with 2, 2’ azino-bis 
3-ethylbenzotiazolin-6-sulfonic acid (ABTS) as substrate 
(0.1 M) in citrate buffer 50 mM and pH 5.3, with a molar 
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produce un 1 mmol de azúcares reductores (xilosa o glucosa) por 
min en las condiciones de la reacción. 

La actividad de lacasas se determinó según Bourbonnais et al. 
(1997) con 2, 2’ azino-bis 3-etilbenzo-tiazolin-6-ácido sulfónico 
(ABTS) como sustrato (0.1 M) en amortiguador de citrato 
50 mM y pH 5.3, con una extinción molar de 36 000 M-1 cm-1. 
Las mediciones se realizaron cada 30 s por 5 min a l 420 nm con 
un espectrofotómetro (Perkin Elmer UV/VIS, USA), definiendo 
UI como la cantidad de enzima producida por 1 mmol de subs-
trato oxidado por minuto de reacción.

 
Ensilaje

El material para ensilar (CAM) consistió de la mezcla de 44 
kg de CA integral (tamaño de partícula 2.5 cm), 5 kg de maíz 
molido, 0.73 kg de urea, 0.26 kg de sales minerales para bovinos 
(Minelap, phos, LAPISA) y 0.02 kg de sulfato de amonio (Gó-
mez et al., 2011). Para obtener los tratamientos (cuatro repeticio-
nes) se incluyó al CAM 0, 10 y 20 % de CF-15, conservándolos  
0, 8 y 16 d en microsilos (1 kg) de bolsa de plástico polietileno 
negro (calibre 5). La mezcla se compactó y la bolsa se selló her-
méticamente, y conservó entre 25 a 28 °C. Así, los tratamientos 
fueron: CAM-0 % d0 (día 0), CAM-10 % d0, CAM-20 % d0; 
CAM-0 % d8 (día 8), CAM-10 % d8, CAM-20 % d8; CAM-0 % 
d16 (día 16), CAM-10 % d16, y CAM-20 % d16. 

Análisis químicos de los ensilados

Se evaluó FDN, FDA, HMCE (Van Soest et al., 1991), PT y 
MS (AOAC, 1995), carbohidratos solubles (Dubois et al., 1956), 
ácido láctico (Tejada, 1985), ácido acético (Erwin et al., 1961), 
nitrógeno amoniacal (McCullough, 1967), y pH con potenció-
metro (modelo 10 Fisher Scientific, USA) (AOAC, 1995).

Volumen máximo de producción de gas (Vmax; mL g-1 MS)

Los ensilados y CF-15 se deshidrataron y molieron (2 mm). 
De cada tratamiento se colocó 0.5 g en un frasco de vidrio ámbar 
y se agregaron 90 mL de inóculo ruminal con flujo continuo de 
CO2. Se usó líquido ruminal de dos novillos canulados, adapta-
dos a una dieta con 60 % de CA integral y 40 % de concentrado 
comercial para bovinos (18 % PT). Los frascos se cerraron her-
méticamente y se colocaron en baño maría a 39 °C (Theodorou 
et al., 1994). Las variables fueron: 1) presión de gas a 0, 1, 2.5, 4, 
6, 9, 12, 16, 20, 24, 28, 34, 40, 46, 54, 62 y 72 h de incubación; 
2) DIVMS (Menke et al., 1979) a las 72 h. El líquido ruminal 
fermentado de cada frasco se filtró con papel Whatman # 54 y se 
deshidrató (60 °C, 24 h) en una estufa de aire forzado. Para cal-
cular el volumen máximo de producción de gas (Vmax; mL g-1 

extinction of 36 000 M-1 cm-1. The measurements were made 
every 30 s for 5 min at l 420 nm with a spectrophotometer 
(Perkin Elmer UV/VIS, USA), defining IU as the amount of 
enzyme produced by 1 mmol of oxidized substrate per minute 
of reaction.

Silage

The material for silage (CAM) consisted of the mixture of 
44 kg of whole SC (particle size 2.5 cm), 5 kg of ground corn, 
0.73 kg of urea, 0.26 kg of mineral salts for bovines (Minelap, 
phos, LAPISA) and 0.02 kg of ammonium sulfate (Gómez et 
al., 2011). To obtain the treatments (four replicates) 0, 10 and 
20 % of CF-15 were included to the CAM, and then kept for 0, 
8 and 16 d in microsilages (1 kg) in black polyethylene plastic 
bags (caliber 5). The mixture was compacted and the bag was 
hermetically sealed, and conserved between 25 and 28 °C. Thus, 
the treatments were as follows; CAM-0 % d0 (day 0), CAM-
10 % d0, CAM-20 % d0, CAM-0 % d8 (day 8), CAM-10 % 
d8, CAM-20 % d8; CAM-0 % d16 (day 16), CAM-10 % d16, 
and CAM-20 % d16.

Chemical analysis of the silage

An evaluation was made of NDF, ADF, HMCE (Van Soest 
et al., 1991), TP and DM (AOAC, 1995), soluble carbohydrates 
(Dubois et al.., 1956), lactic acid (Tejada, 1985), acetic acid 
(Erwin et al., 1961), ammonia nitrogen (McCullough, 1967), 
and the pH was measured with a potentiometer (model 10 Fisher 
Scientific, USA) (AOAC, 1995). 

Maximum volume of gas production (Vmax; mL g-1 DM)

The silage and CF-15 were dehydrated and ground (2 mm). 
From each treatment 0.5 g was placed in an amber glass jar and 
90 mL of ruminal inoculum was added with continuous flow 
of CO2. Rumen liquid of two cannulated steers was used; the 
steers were adapted to a diet with 60 % of whole SC and 40 % 
of commercial concentrate for bovines (18 % TP). The jars 
were hermetically sealed and placed in a double boiler at 39 °C 
(Theodorou et al., 1994). The variables were as follows: 1) gas 
pressure at 0, 1, 2.5, 4, 6, 9, 12, 16, 20, 24, 28, 34, 40, 46, 54, 
62 and 72 h of incubation; 2) IVDMD (Menke et al., 1979) at 
72 h. The fermented rumen liquid of each jar was filtered with 
Whatman #54 paper and dehydrated (60 °C, 24 h) in a forced 
air oven. To calculate the maximum volume of gas production 
(Vmax; mL g-1 DM) the logistic model VA=Vmax / (1 + exp 
(2-4*s*(t-L)) described by Schofield and Pell (1995) was used, 
where VA = volume of gas produced at time t, Vmax = maximum 
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MS) se usó el modelo logístico VA=Vmax / (1+exp (2-4*s*(t-L)) 
descrito por Schofield y Pell (1995), donde: VA = volumen de gas 
producido al tiempo t, Vmax= volumen máximo de gas produci-
do, s= tasa de producción de gas, t= tiempo, y L= tiempo de re-
tardo. Los valores de presión de gas (kg cm-2) se transformaron a 
volumen de gas (mL g-1 MS) con un modelo de regresión lineal.

Análisis estadístico

Para el FES con CF-0 y CF-15 el diseño experimental fue 
completamente al azar, con cuatro repeticiones por tratamiento y 
se analizaron con el procedimiento GLM (SAS, 2000), y las me-
dias se compararon con la prueba de Tukey (p£0.05). El modelo 
estadístico fue: 

Yij = m + ti + eij

donde, Yij = variable de respuesta en el i-ésimo tratamiento (CF0, 
CF-15) y j-ésima repetición (1, 2, 3 y 4), m = media general, ti 
=efecto del i-ésimo tratamiento, eij = error aleatorio.

Para los ensilados el diseño experimental fue de parcelas divi-
didas (Kuehl, 2001), con el siguiente modelo estadístico: 

Yijk = m +  ai +dik + bj + gjk + (ab)ij + eijk

donde, Yijk= variable de respuesta; m = media general; a = efecto 
del porcentaje de inclusión de CF-15, i = 0, 10 y 20 %; dik = error 
asociado al porcentaje de inclusión de CF-15; b = efecto del día 
de ensilaje; gik=error asociado al día de ensilaje; abij = interacción 
de la inclusión de CF-15 y del día de ensilaje; eijk= error general, 
siendo k= 1, 2, 3 y 4. El análisis de varianza se realizó con el pro-
cedimiento GLM (SAS, 2000) y la comparación de medias con 
la prueba de Tukey (p£0.05).

Resultados y Discusión

El contenido de humedad de la CA integral dis-
minuyó de 84.74 a 75.99 % después de 48 h de ai-
reación, obteniendo un nivel óptimo para una buena 
fermentación en estado sólido. Preston et al. (1976) 
y Pedroso et al. (2008) indican que es importan-
te reducir la humedad a < 80 % para optimizar las 
condiciones de FES y el crecimiento microbiano. 
La PT aumentó (p£0.05) más de 3 % de CF-0 a 
CF-15 (Cuadro 1), lo cual se atribuye a la proteína 
microbiana y enzimas obtenidas del FES (Rajarath-
nam, 1979; Nair, 1989; Shashirekha et al., 2005). 
La FDN y FDA aumentaron (p£0.05) de 50.18, y 

Cuadro 1. Análisis químico de CF-0 y CF-15 .
Table 1. Chemical analysis of CF-0 and CF-15.
		
Variable (%)	 CF-0	 CF-15

MS	 35.26b ± 0.50	 44.01a ± 0.91
PT (N × 6.25)	 2.53b ± 0.42	 6.23a ± 0.33
FDN	 50.18b ± 0.97	 74.24a ± 0.99
FDA	 31.80b ± 0.82	 60.84a ± 1.48
Hemicelulosa	 18.38a ± 0.54	 13.40b ± 0.87 
DIVMS	 59.10b ± 0.67	 65.08a ± 0.56

a,b Literales diferentes por fila (p£0.05). DIVMS = desaparición 
in vitro de la materia seca; PT = proteína total; MS = materia 
seca. ± = error estándar de la media v Different literals by row 
(p£0.05). DIVDM = in vitro dry matter disappearance; TP = 
total protein; DM = dry matter. ± standard error of the mean.

volume of gas production, s = rate of gas production, t = time, 
and L = delay time. The values of gas pressure (kg cm-2) were 
transformed to gas volume (mL g-1 DM) with a linear regression 
model.

Statistical analysis

For the SSF with CF-0 and CF-15, the experimental design 
was completely randomized, with four replicates per treatment, 
and analyzed with the GLM procedure (SAS, 2000), and the 
means were compared with the Tukey test (p£0.05). The 
statistical model was as follows:

Yij = m + ti + eij

where Yij = response variable in the i-th treatment (CF0, CF-15) 
and j-th replicate (1, 2, 3 and 4), m = general mean, ti = effect of 
the i-th treatment, eij = random error.

For the silage the experimental design was of divided in plots 
(Kuehl, 2001), with the following statistical model:

Yijk = m +  ai +dik + bj + gjk + (ab)ij + eijk

where Yijk = response variable; m = general mean; a = effect of 
the percentage of inclusion of CF-15, i = 0, 10 and 20 %; dik = 
error associated with the percentage of inclusion of CF-15; b = 
effect of the day of silage, gik = error associated with the day of 
silage; abij  = interaction of the inclusion of CF-15 and the day 
of silage; eijk = general error, being k = 1, 2, 3 and 4. The analysis 
of variance was made with the GLM procedure (SAS, 2000) and 
the comparison of means with the Tukey test (p£0.05).  
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31.80 % en CF-0 a 74.24 y 60.84 % en CF-15, de-
bido a la síntesis de ácidos orgánicos y consumo de 
carbohidratos solubles por el hongo durante la FES. 
La hemicelulosa disminuyó (p£0.05) 5 % de CF-0 
a CF-15, debido a la acción de las xilanasas durante 
el proceso de fermentación (Schmidt et al., 2007). La 
DIVMS fue mayor (p£0.05) en CF-15 que en CF-0 
lo cual se puede atribuir a la acción de enzimas fibro-
líticas y de lacasas producidas por el hongo (Márquez 
et al., 2007).

Las actividades enzimáticas en CF-15 fueron 
2.08±0.37 para xilanasas, 5.25±0.56 para lacasas 
y 1.98±0.13 UI g-1 MS para celulasas. Lo anterior 
difiere de lo observado en bagazo de caña de azúcar 
y Pleurotus ostreatus IE8 en FES de 14 d, de 27.41 
para xilanasas, 15.54 para lacasas y 0.96 UI g-1 MS 
para celulasas (Márquez et al., 2007), así como 20 
para xilanasas, 0.06 para lacasas y 0.15 UI g-1 MS 
para celulasas, en P. ostreatus IE8 y bagazo de CA en 
FES de 15 d (Membrillo et al., 2011). Las actividades 
enzimáticas en esta investigación con CA integral y 
P. sapidus con 15 d de fermentación fueron menores 
para xilanasas, lacasas y mayores para celulasas por 
la especie de hongo; el sustrato contenía menor can-
tidad de materia seca (35.36 %) y no se realizó un 
pre-tratamiento de pasteurización o esterilización. 
Esta última es una actividad común para el desarrollo 
óptimo del micelio del hongo (Gusakov y Sinitsyn, 
1992; Sánchez, 2004).

En los ensilados la producción de NH3-N y áci-
dos orgánicos (acético y láctico) fue mayor (p£0.05) 
al disminuir el porcentaje de inclusión de CF-15, lo 
que reflejó mayor contenido de carbohidratos solu-
bles. En cambio al incrementar (p£0.05) los días 
de ensilaje disminuyeron los carbohidratos solubles 
y aumentaron el NH3-N, ácido láctico y acético. La 
interacción porcentaje de inclusión y días de ensilaje 
fue significativa (p£0.05), y el ensilaje de mejor ca-
lidad se obtuvo con pH 4.4, 3.2 % de carbohidratos 
solubles, 16.36 % de ácido láctico, 14.53 % de ácido 
acético y 6.15 % de NH3-N (Cuadro 2). Estos datos 
son congruentes con los modelos de ensilaje con con-
sumo de carbohidratos solubles y producción de áci-
dos orgánicos (Cañeque y Sancha, 1998) y procesos 
químico-biológicos por acción de las enzimas de la 
planta y microorganismos lácticos, que disminuyen 
el pH y estabilizan el producto ensilado (Schmith et 
al., 2007). Los resultados del presente estudio son si-
milares a los de Alcántara et al. (1989) y Pedroso et 

Results and Discussion
 

The moisture content of whole SC decreased 
from 84.74 to 75.99 % after 48 h of airing, obtaining 
an optimum level for good solid state fermentation. 
Preston et al. (1976) and Pedroso et al. (2008) 
indicate that it is important to reduce the moisture 
to <80 % to optimize the conditions of SSF and 
microbial growth. The TP increased (p£0.05) by 
more than 3 % from CF-0 to CF-15 (Table 1), which 
is attributed to the microbiotic protein and enzymes 
obtained from the SSF (Rajarathnam, 1979; Nair, 
1989; Shashirekha et al., 2005). The NDF and 
ADF increased (p£0.05) from 50.18 and 31.80 % 
in CF-0 to 74.24 and 60.84 % in CF-15, due to 
the synthesis of organic acids and consumption of 
soluble carbohydrates by the fungus during the SSF. 
The hemicelluloses decreased (p£0.05) 5 % of CF-0 
to CF-15, due to the action of the xylanases during 
the process of fermentation (Schmidt et al., 2007). 
The IVDMD was higher (p£0.05) in CF-15 than 
in CF-0, which can be attributed to the action of 
the fibrolytic enzymes and laccases produced by the 
fungus (Márquez et al., 2007).

The enzymatic activities in CF-15 were 2.08±037 
for xylaneses, 5.25±0.56 for laccases and 1.98±0.13 
UI g-1 DM for cellulases. The above differs from 
what was observed in sugar cane bagasse and Pleurotus 
ostreatus IE8 in SSF after 14 d: 27.41 for xylanases, 
15.54 for laccases and 0.96 IU g-1 DM for cellulases 
(Márquez et al., 2007), as well as 20 for xylanases, 
0.06 for laccases and 0.15 IU g-1 DM for cellulases, 
in P. ostreatus IE8 and SC bagasse in SSF of 15 d 
(Membrillo et al., 2011). The enzymatic activities in 
this investigation with whole SC and P. sapidus with 
15 d of fermentation were lower for xylanases, laccases 
and higher for cellulases for the species of fungus; the 
substrate contained a lower amount of dry matter 
(35.36 %) and a pre-treatment of pasteurization 
or sterilization was not carried out. The latter is a 
common action for the optimum development of 
the mycelium of the fungus (Gusakov and Sinitsyn, 
1992; Sánchez, 2004).

In the silages, the production of NH3-N and 
organic acids (acetic and lactic) was higher (p£0.05) 
as the percentage of inclusion of CF-15 decreased, 
which reflected a higher content of soluble 
carbohydrates. On the other hand, when the days of 
silage increased (p£0.05) the soluble carbohydrates 

Sitio Argentino de Producción Animal

6 de 11



681PELÁEZ-ACERO et al.

ENZIMAS FIBROLÍTICAS PRODUCIDAS POR FERMENTACIÓN EN ESTADO SÓLIDO PARA MEJORAR LOS ENSILAJES DE CAÑA DE AZÚCAR

al. (2008) con ensilados de CA y diferentes aditivos 
(NaOH y cultivos bacterianos).

Al incrementar (p£0.05) el porcentaje de inclu-
sión CF-15, el contenido de FDN y FDA disminuyó  
y la hemicelulosa aumentó (Cuadro 3). La interac-
ción porcentaje de inclusión y días de ensilaje fue sig-
nificativa (p£0.05) obteniendo un ensilaje con 20 % 
de CF-15 a 16 d con mayor FDN, FDA, hemicelu-
losa y proteína. Estos resultados son similares a los de 
Pedroso et al. (2005), en los que la variación de FDN 
y FDA en el período de ensilaje está relacionada con 
los cambios en azúcares solubles. Similarmente en el 
tratamiento con 20 % de inclusión a 16 d de ensilaje 
mostró (Cuadro 2) una considerable disminución de 

Cuadro 2. Variables fermentativas de los ensilados con CF-15.
Table 2. Fermentive variables of the silage with CF-15.

	 MS %
Tratamiento	 pH
		  Carbohidratos solubles	 Ácido láctico	 Ácido acético	 NH3-N

CAM-0 % d0	 5.46a	 ±	 0.32	 9.14a	 ±	 0.81	 6.32e	 ±	 0.88		  ND		  3.80ef	±	0.87
CAM-10 % d0	 5.50a	 ±	 0.15	 7.68b	 ±	 0.77	 6.09e	 ±	 0.95		  ND		  4.14e	 ±	0.32
CAM-20 % d0	 5.56a	 ±	 0.41	 7.58b	 ±	 0.93	 5.58f	 ±	 0.72		  ND		  3.54f	 ±	0.18
CAM-0 % d8	 4.30b	 ±	 0.19	 5.59c	 ±	 0.86	 13.54d	 ±	 0.66	 12.09d	 ±	 1.12	 5.31c	 ±	0.41
CAM-10 % d8	 4.60b	 ±	 0.45	 5.32c	 ±	 0.94	 13.72d	 ±	 1.03	 9.88e	 ±	 1.32	 5.21c	 ±	0.21
CAM-20 % d8	 4.70b	 ±	 0.51	 4.87d	 ±	 0.73	 13.54d	 ±	 0.95	 9.55e	 ±	 0.87	 5.02d	 ±	0.16
CAM-0 % d16	 4.00c	 ±	 0.34	 4.05de	±	 0.96	 19.44a	 ±	 0.87	 20.41a	 ±	 1.43	 7.36a	 ±	0.45
CAM-10 % d16	 4.20bc	±	 0.27	 3.38f	 ±	 0.78	 17.71b	 ±	 0.92	 18.70b	 ±	 1.65	 7.18a	 ±	0.25
CAM-20 % d16	 4.40b	 ±	 0.11	 3.20f	 ±	 0.76	 16.36c	 ±	 0.82	 14.53c	 ±	 1.11	 6.15b	 ±	0.20

a,b,c,d,e,f Literales diferentes por columna (p£0.05). ND= no detectable; NH3-N=nitrógeno amoniacal; ±=error estándar de la media 
v Different literals by column (p£0.05). ND = not detectable; NH3-N = ammonia nitrogen; ± standard error of the mean.

Cuadro 3. Análisis químico de los ensilados con CF-15.
Table 3. Chemical analysis of the silage with CF-15.

	 % MS
Tratamiento
	 FDN	 FDA	 Hemicelulosa	 PT (N x 6.25)

CAM-0%d0	 51.61f	 ±	 3.34	 31.91f	 ±	2.54	 19.70e	 ±	1.56	 12.62d	 ±	 2.45
CAM-10%d0 	 51.30f	 ±	 2.67	 32.68f	 ±	3.91	 18.62ef	 ±	3.78	 13.11d	 ±	 3.01
CAM-20%d0 	 50.90g	 ±	 3.76	 30.08g	 ±	4.05	 20.82d	 ±	3.87	 13.4cd	 ±	 2.11
CAM-0%d8	 59.12d	 ±	 4.01	 34.45de	±	4.76	 24.67b	 ±	3.87	 14.07c	 ±	 2.65
CAM-10%d8 	 58.95d	 ±	 2.67	 35.29d	 ±	2.87	 23.66bc	 ±	2.14	 14.16c	 ±	 1.89
CAM-20%d8 	 56.31e	 ±	 4.65	 34.05e	 ±	3.38	 22.26c	 ±	2.89	 14.98ab	±	 1.59
CAM-0%d16	 63.28a	 ±	 5.65	 38.90a	 ±	5.76	 24.38b	 ±	1.54	 14.70bc	±	 2.76
CAM-10%d16 	 62.25ab	±	 4.88	 37.77b	 ±	3.54	 24.48b	 ±	2.64	 14.82bc	±	 1.59
CAM-20%d16 	 61.82c	 ±	 3.35	 36.62c	 ±	4.06	 25.20a	 ±	2.79	 15.32a	 ±	 1.42

a,b,c,d,e,f,g Literales diferentes por columna (p£0.05). PT = proteína total; ± = error estándar de la media. v Different literals by 
column (p£0.05). TP = total protein; ± standard error of the mean.

decreased and the NH3-N, lactic acid and acetic acid 
increased. The interaction percentage of inclusion 
and days of silage was significant (p£0.05), and the 
silage of the best quality was obtained with pH 4.4, 
3.2 % of soluble carbohydrates, 16.36 % of lactic 
acid, 14.53 % of acetic acid and 6.15 % of NH3-N 
(Table 2). These data are congruent with the models 
of silage with consumption of soluble carbohydrates 
and production of organic acids (Cañeque and 
Sancha, 1998) and chemical-biological processes 
by action of the enzymes of the plant and lactic 
microorganisms, which reduce the pH and stabilize 
the silage product (Schmith et al., 2007). The results 
of the present study are similar to those of Alcántara 
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los carbohidratos solubles, y un incremento de ácidos 
orgánicos, principalmente ácido láctico, lo cual dis-
minuye el pH y estabilizar el ensilado.

La DIVMS a las 72 h (Figura 1) fue  69.1 % en el 
tratamiento con 20 % de inclusión de CF-15 y 16 d 
de ensilaje. Este fue el mayor (p£0.05) valor debido a 
que las enzimas fibrolíticas y lacasas de P. sapidus afec-
taron la pared celular (FDN y FDA) durante la fer-
mentación en estado sólido y coadyuvó en el proceso 
de ensilaje (Cuadro 2). Estos resultados son similares 
a los reportados por Dean et al. (2005) al incorporar 
enzimas fibrolíticas (celulasas y hemicelulasas) en en-
silajes de pasto bermuda (Cynodon dactylon) y a los 
observados por Magaña et al. (2009) quienes señalan 
que la DIVMS de caña de azúcar aumenta después 
de 30 d de ensilaje.

Durante la fermentación in vitro el mayor valor 
(p£0.05) de Vmax (Figura 2) se obtuvo en el día 16, 
con 10 y 20 % de CF-15 (203.92 y 207.09 mL 500 
g-1 MS), lo cual se puede atribuir a la acción de las 
enzimas producidas durante la FES en el producto 
CF-15, ácidos orgánicos liberados durante el ensila-
je (bacterias lácticas) y flora microbiana ruminal que 
promovieron una mayor disponibilidad de carbo-
hidratos estructurales y solubles de la pared celular 
(Cuadro 2) del material ensilado. Lo anterior indica 
que el ensilaje y la adición del fermentado mejoran la 
disponibilidad de los componentes nutritivos exis-
tiendo un efecto benéfico en los microorganismos 

Figura 1. Digestibilidad de la materia seca de ensilados con CF-15 a 72 h de fermentación in vitro. ^= error estándar de la media.
Figure 1. Digestibility of the dry matter with CF-15 at 72 h of in vitro fermentation.^ standard error of the mean.
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et al. (1989) and Pedroso et al. (2008) with silage 
of SC and different additives (NaOH and bacterial 
cultures).  

By increasing (p£0.05) the percentage of 
inclusion CF-15 the content of NDF and ADF 
decreased and the hemicelluloses increased (Table 
3). The interaction percentage of inclusion and days 
of silage was significant (p£0.05), obtaining a silage 
with 20 % of CF-15 at 16 d with higher NDF, ADF, 
hemicelluloses and protein. These results are similar to 
those of Pedroso et al. (2005), in which the variation 
of NDF and ADF during the silage period is related 
with the changes in soluble sugars. Similarly, in the 
treatment with 20 % of inclusion at 16 d of silage, 
there was a considerable decrease (Table 2) of the 
soluble carbohydrates, and increase of organic acids, 
principally lactic acid, which decreases the pH and 
stabilizes the silage.

The IVDMD at 72 h (Figure 1) was 69.1 % in 
the treatment with 20 % of inclusion of CF-15 and 
16 d of silage. It was the highest value due to the 
fact that the fibrolytic enzymes and laccases of P. 
sapidus affected the cell wall (NDF and ADF) during 
solid state fermentation and contributed in the silage 
process (Table 2). These results are similar to those 
reported by Dean et al. (2005) by incorporating 
fibrolytic enzymes (cellulases and hemicellulases) in 
Bermuda grass (Cynodon dactylon) silage and to those 
observed by Magaña et al. (2009), who indicate that 
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ruminales cuando son incorporados en la alimenta-
ción de rumiantes (Wallace et al., 2001).

En general las características organolépticas (color 
verde claro y aroma agradable de fruta madura) de 
todos los ensilados con CF-15 correspondieron a lo 
descrito por Cañeque y Sancha, (1998) como ensila-
dos de forrajes de buena calidad.

Conclusiones

La fermentación en estado sólido de caña de azú-
car integral con Pleurotus sapidus genera un producto 
con actividad enzimática fibrolítica que promueve 
el fraccionamiento de compuestos fenólicos, confie-
re mayor digestibilidad de la fibra y con ello mayor 
disponibilidad para los microorganismos ruminales. 
Al incluir 20 % de CF-15 en ensilados de 16 d, dis-
minuyó la pérdida de proteína y aumentó la produc-
ción de ácido láctico, que estabilizó la fermentación 
anaerobia y conserva al producto durante el proceso 
de ensilaje. Por tanto, ensilar productos donde exis-
tan procesos biotecnológicos combinados puede ser 
una alternativa para mejorar la calidad nutricional 
del producto final que se usará en la alimentación de 
rumiantes.
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Figura 2. Producción máxima de gas in vitro evaluada a 72 h, de ensilados con CF-15. ^= error estándar de la media.
Figure 2. Maximum in vitro gas production evaluated at 72 h, from silage with CF-15. ^ standard error of the mean.
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the IVDMD of sugar cane increases after 30 d of 
silage.

During in vitro fermentation, the highest value 
(p£0.05) of Vmax (Figure 2) was obtained on day 
16, with 10 and 20 % of CF-15 (203.92 and 207.09 
mL 500 g-1 DM), which can be attributed to the 
action of the enzymes produced during the SSF in 
the product CF-15, organic acids released during 
silage (lactic bacteria) and rumen microbial flora 
that promoted a higher availability of structural and 
soluble carbohydrates of the cell wall (Table 2) of the 
ensiled material. The above indicates that the silage 
and the addition of the solid fermented material 
improve the availability of the nutritive components, 
with a beneficial effect in the rumen microorganisms 
when they are incorporated in the feed of ruminants 
(Wallace et al., 2001).

In general the organoleptic characteristics (light 
green color and pleasant aroma of ripe fruit) of all 
the silage with CF-15 corresponded to what was 
described by Cañeque and Sancha (1998) as silage of 
good quality forage.

Conclusions

Solid state fermentation of whole sugar cane with 
Pleurotus sapidus generates a product with fibrolytic 
enzymatic activity that promotes the fractioning of 
phenolic compounds, confers greater digestibility of 
the fiber and thus higher availability for the rumen 
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