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RESUMEN

Los residuos agricolas y pastos henificados con mds de 150 d de
rebrote se caracterizan por su alto contenido en fibra y Pleuro-
tus ostreatus digiere lignina, celulosa y hemicelulosa. La hipétesis
fue que Pleurotus ostreatus mejora las caracteristicas quimicas y el
valor nutricional de rastrojos y pasturas para la alimentacién pe-
cuaria. El objetivo fue determinar las caracteristicas quimicas de
valor nutricional, produccién de biogds y degradaciones in vitro
de rastrojo de maiz y pasto mulato (Brachiaria hibrido) tratado
con las cepas MR y P15 de P ostreatus por 15 y 30 d en fermen-
tacién solida. Las cepas se reactivaron en agar papa-dextrosa y se
propagé en sorgo. En un matraz Erlenmeyer se colocaron 50 g
de sustrato estéril (80% de humedad) y 5% de in6culo y se fer-
mentaron por 15y 30 d. Al término, se determinaron las caracte-
risticas quimicas de valor nutricional, se estimé la produccién de
biogds y metano (CH,) y degradaciones de materia seca (DMS)
y de fibra detergente neutro (DFDN). El disefio experimental
fue completamente al azar con arreglo factorial 2°. Los fermentos
de rastrojo de maiz en 30 d presentaron contenido mayor de
proteina cruda. El contenido menor de fibra detergente neutro
(FDN) estuvo en rastrojo de maiz con cualquier cepa. El rastrojo
de maiz con P15 redujo mds fibra detergente dcido (FDA) que
MR. El fermento con 30 d mostré mayor FDA en los sustratos
evaluados. El pasto mulato con la cepa MR produjo mds biogis
acumulado que con P15. Los fermentos con 30 d produjeron
mds biogds acumulado que los de 15 d (p=<0.05). Ni los sustratos
ni las cepas mostraron diferencias en la produccién de CH, acu-

mulado (p>0.05). Los fermentos de 30 d con cualquier cepa en
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ABSTRACT

Agricultural residues and hay pastures with more than 150 d of
regrowth are characterized by their high fiber content; Pleurotus
ostreatusdigestslignin, cellulose and hemicellulose. The hypothesis
of this study was that Pleurotus ostreatus improves the chemical
characteristics and nutritional value of crop residues and pasture
for animal feeding. The objective was to determine the chemical
characteristics of nutritional value, biogas production and in
vitro degradation of corn stubble and mulatto grass (Brachiaria
hybrid) treated with the MR and P15 strains of P ostreatus for
15 and 30 d in solid fermentation. The strains were reactivated
on potato dextrose agar medium, and propagated on sorghum.
In an Erlenmeyer flask, 50 g of sterile substrate (80% humidity)
and 5% inoculum were placed and fermented for 15 and 30
days. At the end, we determined the chemical characteristics of
nutritional value, and estimated the production of biogas and
methane (CH,), and the degradation of dry matter (DMS) and
neutral detergent fiber (DFDN). The experimental design was
completely randomized with a 2° factorial arrangement. The
corn stubble ferments at 30 d presented higher crude protein
content. The lowest neutral detergent fiber (FDN) content was
found in corn stubble with any strain. Corn stubble with P15
reduced more acid detergent fiber (FDA) than MR. The ferment
of 30 d showed higher FDA in the evaluated substrates. Mulatto
grass with MR strain produced more accumulated biogas than
with P15. Ferments of 30 d produced more accumulated biogas
than those of 15 d (p=<0.05). Neither the substrates nor the
strains showed differences in the production of accumulated
CH, (p>0.05). The 30 d ferments with any strain in corn stubble
showed higher DMS and DFDN (p=<0.05). Pleurotus ostreatus

improved the nutrient content and the iz vitro fermentative
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rastrojo de maiz mostraron DMS y DFDN mayores (p=<0.05).
Pleurotus ostreatus mejoré el contenido de nutrientes y las carac-
teristicas fermentativas iz vitro de rastrojo de maiz y pasto mula-

to tratados por fermentacién sélida.

Palabras clave: fermentacién solida, rastrojo de maiz, Brachiaria

hibrido, Pleurotus ostreatus.
INTRODUCCION

os residuos agricolas y los pastos henificados

con més de 150 d de rebrote constituyen una

parte importante en la alimentacién de los
rumiantes. Estos ingredientes se caracterizan por su
contenido de fibra con un contenido alto de lignina,
la cual forma complejos lignoceluldsicos dificiles de
digerir por los microorganismos ruminales y limita
su digestién (Shrivastava ez al., 2011; Olivera-De
la Cruz er al., 2019). Diversos métodos de pretra-
tamiento existen para mejorar la digestibilidad, que
se clasifican como quimicos, mecdnicos y bioldgi-
cos o sus combinaciones para reducir el contenido
de fibra, en particular el complejo lignocelulésico
(Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava et al., 2011;
Sénchez-Santilldn ez al., 2015a). Los pretratamientos
bioldgicos presentan ventajas sobre los pretratamien-
tos quimicos y mecdnicos, como es el uso menor de
productos quimicos téxicos y corrosivos, rendimien-
to mayor de producto final y reaccién secundaria me-
nor (Shrivastava ez al., 2011).

Los métodos biolégicos incluyen el uso hongos
de podredumbre blanca por la produccién de enzi-
mas extracelulares (Shrivastava et 4l., 2011; Tuyen ez
al., 2012) como celulasas, xilanasas, peroxidasas de
lignina, manganeso peroxidasas y lacasas (Shrivastava
et al., 2011), las cuales mejoran el valor nutritivo de
subproductos agricolas con contenido de fibra alto
y henos de pastos muy lignificados (Tuyen ez al.,
2012). Por este tipo de produccién de enzimas, los
hongos de podredumbre blanca son eficaces en la
deslignificacién de este tipo de compuestos fibrosos y
aumentan el acceso a los carbohidratos estructurales
para mejorar su digestién en el rumen (Shrivastava ez
al., 2011; Nayan ez al., 2018).

Los hongos de podredumbre blanca se usan en
fermentaciones sélidas y algunos ejemplos son Pha-
nerochaete chrysospo, Pleurotus sp., Lentinus edodes,
Coriolus Versi, etc. (Shrivastava et al., 2011). Pleurotus
ostreatus es un hongo que degrada lignina, celulosa y
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characteristics of corn stubble and mulatto grass treated using

solid fermentation.

Key words: solid fermentation, corn stubble, Brachiaria hybrid,

Pleurotus ostreatus.
INTRODUCTION

gricultural residues and hay pastures with

regrowth of more than 150 d constitute

n important part of ruminant feeding.
These ingredients are characterized by their fiber
content with a high lignin content, which forms
lignocellulosic complexes that are difficult to digest
by ruminal microorganisms and limit their digestion
(Shrivastava et al., 2011; Olivera-De la Cruz ez al.,
2019). There are various pretreatment methods to
improve digestibility, which are classified as chemical,
mechanical and biological or their combinations
to reduce the fiber content, in particular the
lignocellulosic complex (Peldez-Acero et al., 2011;
Shrivastava et al., 2011; Sinchez-Santillin ez 4l.,
2015a). Biological pretreatments have advantages
over chemical and mechanical ones, such as the lower
use of toxic and corrosive chemicals, higher yield
of the final product and lower secondary reaction
(Shrivastava et al., 2011).

Biological methods include the use of white rot
fungi for the production of extracellular enzymes
(Shrivastava ez al., 2011; Tuyen ez al., 2012), such as
cellulases, xylanases, lignin peroxidases, manganese
peroxidases and laccases (Shrivastava ez al., 2011),
which improve the nutritional value of high-
fiber agricultural by-products and highly lignified
grass hay (Tuyen ez al., 2012). Due to this type of
enzyme production, white rot fungi are effective in
delignifying this type of fibrous compounds and
increasing access to structural carbohydrates to
improve their digestion in the rumen (Shrivastava ez
al., 2011; Nayan ez al., 2018).

White rot fungi are used in solid fermentations
and some examples are Phanerochaete chrysospo,
Pleurotus sp., Lentinus edodes, Coriolus Versi, etc.
(Shrivastava et al, 2011). The Pleurotus ostreatus
fungus degrades lignin, cellulose, and hemicellulose
through extracellular enzyme complexes (Olivera-De
la Cruz et al., 2019) that release monosaccharides
from the substrate cell wall (Luna et /., 2013). The
fungus shows flexibility in its environmental and
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hemicelulosa por medio de complejos enzimdticos
extracelulares (Olivera-De la Cruz ez al., 2019) que
liberan monosacdridos a partir de la pared celular
del sustrato (Luna ez 4/, 2013). El hongo muestra
flexibilidad en sus requerimientos ambientales y de
temperatura para desarrollo (Sinchez-Santilldn ez 4/.,
2015b). Entre los sustratos usados en la fermentacién
solida estdn el rastrojo de maiz y la paja de cebada; asi
como, una variedad de subproductos agricolas y pas-
tos altamente lignificados (Tuyen ez a/., 2012; Luna
et al., 2013; Sinchez-Santilldn ez al., 2015b; Nayan
etal., 2018).

La hipétesis en este estudio fue que las cepas MR
y P15 de P. ostreatus reducen el contenido de fibras
detergentes y aumentan la disponibilidad de carbo-
hidratos estructurales en la degradacién in vitro de la
materia seca y fibra detergente neutro del rastrojo de
maiz y pasto mulato (Brachiaria hibrido). Por tanto,
el objetivo fue determinar las caracteristicas quimicas
de valor nutricional, produccién de biogds y degra-
daciones 7z vitro de rastrojo de maiz y pasto mulato
tratado con las cepas MR y P15 de P ostreatus por 15
y 30 d de fermentacién sélida.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El estudio se realizé en el Laboratorio de Nutricién Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 de la
Universidad Auténoma de Guerrero ubicada en el municipio de
Cuajinicuilapa, Guerrero, México. Estd situado a 16° 08” N y
98°23” O, en altitud de 50 m, predomina un clima cdlido sub-
hdmedo con lluvias en verano, con precipitacién media anual de
1200 mm y una temperatura promedio anual de 25 °C (INEGI,
2018).

Cepas de Pleurotus ostreatus

Las cepas fueron MR y P15 de Pleurotus ostreatus. Para la
reactivacién de las cepas se preparé un medio de cultivo con
base en agar papa-dextrosa (BD Bioxon®). El medio se esterilizé
por 15 min a 15 PSI'y 121 °C en una autoclave (All American’
1941X, USA). El medio se vertié en cajas Petri hasta su solidifi-
cacién y se conservaron a 4 °C hasta su uso. Las cajas Petri se ino-
cularon con cada cepa, se sellaron con papel Parafilm (Bemis®) y
se incubaron a temperatura ambiente (promedio 30 °C) por 4 d.

Después se prepard el inéculo, se hirvieron 500 g de sorgo
entero en 1 L de agua destilada por 30 min y se filtr6 para eli-

minar el exceso de agua. A continuacidn, el sorgo se colocé en

temperature requirements for development (Sinchez-
Santilldn ez al., 2015b). Among the substrates used in
solid fermentation are corn stubble and barley straw;
as well as a variety of highly lignified agricultural by-
products and grasses (Tuyen ez a/., 2012; Luna ez al.,
2013; Sanchez-Santilldn ez al., 2015b; Nayan ez al.,
2018).

The hypothesis of this study is that the MR
and P15 strains of P ostreatus reduce the content
of detergent fibers and increase the availability of
structural carbohydrates, at the in vitro degradation
of dry matter and neutral detergent fiber of corn
stubble and mulatto grass (hybrid Brachiaria).
Therefore, the objective was to determine the
chemical characteristics of nutritional value, biogas
production and iz vitro degradation of corn stubble
and mulatto grass treated with the MR and P15 strains
of P ostreatus for 15 and 30 d of solid fermentation.

MATERIALS AND METHODS
Study site

The study was carried out in the animal nutrition laboratory
of the Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia No. 2 of the
Universidad Auténoma de Guerrero, located in the municipality
of Cuajinicuilapa, Guerrero, Mexico. It is located at 16° 08” N
and 98 ° 23” W/, at 50 m altitude, with a warm subhumid climate
with rains in summer, an average annual rainfall of 1200 mm,
and average annual temperature of 25 °C (INEGI, 2018).

Pleurotus ostreatus strains

The strains were MR and P15 of Pleurotus ostreatus. For
the reactivation of the strains, we prepared a culture medium
based on potato-dextrose agar (BD Bioxon®). The medium was
sterilized for 15 min at 15 PSI and 121 °C in an autoclave (All
American® 1941X, USA). The medium was poured into Petri
dishes until solidification, and they were stored at 4 °C until use.
The Petri dishes were inoculated with each strain, sealed with
Parafilm paper (Bemis®) and incubated at room temperature
(average 30 °C) for 4 d.

Then the inoculum was prepared, 500 g of whole sorghum
were boiled in 1 L of distilled water for 30 min, and filtered
to remove water excess. The sorghum was then placed in an
Erlenmeyer flask, the flask was capped, a cotton and brown paper
plug was placed and sterilized. In a biosafety hood (Labconco®,
USA), the flask was cooled to room temperature and inoculated
with 10 mycelium agar cylinders (1 cm diameter), and incubated

at room temperature for 10 d.
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un matraz Erlenmeyer, el matraz se tapd, se coloc6 un tapén de
algodén y papel de estraza y se esteriliz6. En una campana de
bioseguridad (Labconco®, USA), el matraz se enfrié a temperatura
ambiente y se inoculé con 10 cilindros de agar con micelio (1 cm

didmetro) y se incubaron a temperatura ambiente por 10 d.
Sustratos

Los sustratos fueron pasto mulato (Brachiaria hibrido) con
una edad de rebrote de 150 d y rastrojo de maiz. Los sustra-
tos se deshidrataron en una estufa (Felisa® FE-293a, México)
a 60 °C por 72 h y se molieron en molino convencional con ma-
lla de 0.5 cm de didmetro. En matraces Erlenmeyer se colocaron
50 g de cada sustrato con 80% de humedad, se colocé un tapén

de algodén y papel de estraza y se esterilizo.
Fermento sélido

En una campana de bioseguridad (Labconco®, USA), los ma-
traces con el sustrato estéril se inocularon con 5% P/P de in6culo
de MR o P15 de P ostreatus. Después se colocé un tapédn de al-
godén y se incubaron a temperatura ambiente (30 “C promedio)
por 15y 30 d. Al término del periodo de fermentacién sélida, el
fermento se deshidraté a 60 °C hasta peso constante en una es-
tufa (Felisa® FE-293A, México). Luego, el fermento se molié con
una criba de 1 mm en un molino Thomas-Wiley Mill (Thomas
Scientific®, Swedesboro, NJ, USA) segtin el método 950.02 de la
AOAC (2005).

Andlisis quimico para determinar valor nutricional

En los sustratos rastrojo de maiz y pasto mulato (Cuadro 1) y en
los fermentos sélidos se determiné proteina cruda (PC; método
976.05), cenizas (Ce; método 942.05) y materia orgdnica (MO)
de acuerdo con AOAC (2005); ademds, fibra detergente neutro

Substrates

The substrates were mulatto grass (Brachiaria hybrid) with
a regrowth age of 150 d, and corn stubble. The substrates were
dehydrated in an oven (Felisa® FE-293a, Mexico) at 60 °C for
72 h and ground in a conventional mill with a mesh of 0.5 cm
in diameter. In Erlenmeyer flasks, 50 g of each substrate were
placed with 80% humidity, a cotton plug and brown paper, and

sterilized.
Solid ferment

In a biosafety hood (Labconco®, USA), the flasks with the
sterile substrate were inoculated with 5% P/P inoculum of MR
or P15 of P ostreatus. Then a cotton plug was placed and they
were incubated at room temperature (30 °C average) for 15 and
30 d. At the end of the solid fermentation period, the ferment was
dehydrated at 60 °C to constant weight in an oven (Felisa® FE-
293A, Mexico). The ferment was then ground through a 1 mm
sieve in a Thomas-Wiley Mill (Thomas Scientific®, Swedesboro,
NJ, USA), according to method 950.02 of the AOAC (2005).

Chemical analysis to determine nutritional value

Crude protein (CP; method 976.05), ash (method 942.05)
and organic matter (MO) were determined in the maize stubble
and mulatto grass substrates, and their solid ferments (Table 1),
according to AOAC (2005). Also, neutral detergent fiber (FDN)
and acid detergent fiber (FDA) by using the method ANKOM
Technology, according to Van Soest e al. (1991).

Culture medium

The culture medium contained: 30 mL of clarified

ruminal fluid (fresh bovine ruminal fluid centrifuged for 10 min

Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de valor nutricional de los sustratos rastrojo de

maiz y pasto mulato.

Table 1. Chemical characteristics of nutritional value of maize stubble and mulatto

grass substrate.

Sustrato MS FDN
(%) (%)

Rastrojo de maiz 94.15 80.94

Pasto mulato 91.89 83.53

FDA Hemi PC Ce MO
(%) (%) (%) (%) (%)

4839 3255 3.03 11.80 88.20
49.73  33.80 1.74 5.24  94.76

MS: materia seca; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente dcido; Hemi:
hemicelulosa; PC: proteina cruda; Ce: cenizas; MO: materia orgdnica. ¢ MS: dry
matter; FDN: neutral detergent fiber; FDA: acid detergent fiber; Hemi: hemicellulose;
PC: crude protein; Ce: ash; MO: organic matter.
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(FDN) vy fibra detergente dcido (FDA) con la metodologfa de
ANKOM Technology acorde con Van Soest et al. (1991).

Medio de cultivo

El medio de cultivo contenfa: 30 mL de fluido ruminal clari-
ficado (liquido ruminal bovino fresco centrifugado 10 min a 12
857 x gy esterilizado), 5 mL de solucién mineral I [6 g K,HPO,
(J. T. Baker®) en 1000 mL de agua destilada], 5 mL de solucién
mineral 1T [6 g KH,PO, (J. T. Baker®) + 6 g (NH,),SO, (J. T.
Baker®) + 12 g NaCl (Meyer®) + 2.45 g MgSO, (Meyer’) + 1.6 g
CaCl-2H,0 (Meyer®) en 1000 mL de agua destilada], 0.1 mL
de resazurina a 0.1% (Sigma-Aldrich®), 0.2 g de peptona de soya
(MCD Lab®), 0.1 g de extracto de levadura (BD Bioxon®), 4 mL
de solucién cisteina-sulfido [2.5 g L-cisteina (Sigma-Aldrich®) a
pH 10 con 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g de Na,§-9H,O (Meyer®)
aforado en 100 mL de agua destilada], 5 mL de solucién a 8% de
Na,CO, (J. T. Baker®) y 50.6 mL de agua destilada. El medio de
cultivo se esterilizé segtin lo descrito por Sdnchez-Santilldn ez al.

(2016) y Torres-Salado ez al. (2019).
Solucién salina saturada y NaOH (2N)

En 1 L de agua destilada se disolvieron 80 g de NaOH (Me-
yer®). La solucién se verti6 en viales seroldgicos (60 mL) hasta
llenarlos por completo para obtener los viales trampa de NaOH
(2N). En 1 L de agua destilada se disolvieron 370 g de NaCl y
se agregaron 5 mL anaranjado de metilo (Merk®) al 0.1%; el pH
se ajustd a 2. La solucién se vertié en viales serolégicos (120 mL)
hasta llenarlos por completo para obtener los viales trampa de
solucidn salina saturada; ambos se sellaron herméticamente con

un tapén de neopreno (20 mm @) y con un arillo de aluminio.
Biodigestores

Los biodigestores fueron viales serolégicos de vidrio (120
mL) con 0.5 g de fermento sélido y 45 mL de medio de cultivo.
Estos viales se mantuvieron en condiciones anaerébicas con Co,,
se sellaron herméticamente con un tapén de neopreno (20 mm
@) y con un arillo de aluminio. Los biodigestores se esteriliza-
ron y se incubaron a 39 °C por 24 h para verificar esterilidad
(Herrera-Pérez ez al., 2018). Luego se inocularon con 5 mL de
fluido ruminal con bacterias ruminales totales obtenidas de una
vaca Suiz-bu. La vaca apacentd en praderas de pasto pangola con
una edad de rebrote de 60 d antes de tomar la muestra de fluido
ruminal. Los biodigestores con fluido ruminal se centrifugaron a
1570 x g por 3 min para precipitar protozoarios y particulas de

fibra y se incubaron a 39 °C por 72 h (Texta et al., 2019).

at 12 857 x g and sterilized), 5 mL of mineral solution I [6 g
K,HPO, (JT Baker®) in 1000 mL of distilled water], 5 mL of
mineral solution II [6 g KH,PO, (JT Baker®) + 6 g (NH,) ,SO,
(JT Baker®) + 12 g NaCl (Meyer®) + 2.45 g MgSO, (Meyer®) +
1.6 g CaCl-2H,0 (Meyer®) in 1000 mL of distilled water], 0.1
mL of resazurin at 0.1% (Sigma-Aldrich®), 0.2 g of soy peptone
(MCD Lab®), 0.1 g of yeast extract (BD Bioxon®), 4 mL of
cysteine-sulfide solution [2.5 g L-cysteine (Sigma-Aldrich®) at
pH 10 with 2N NaOH (Meyer®) + 2.5 g of Na,§-9H,O (Meyer®)
in 100 mL of distilled water], 5 mL of 8% NaZCO3 solution
(JT Baker®) and 50.6 mL of distilled water. The culture medium
was sterilized as described by Sdnchez-Santilldn ez a/. (2016) and
Torres-Salado et 2. (2019).

Saline solution saturated and NaOH (2N)

In 1 L of distilled water 80 g of NaOH (Meyer®) were
dissolved. The solution was poured into serological vials
(60 mL) until they were completely filled to obtain the NaOH
(2N) trap vials. Then, 370 g of NaCl were dissolved in 1 L of
distilled water, and 5 mL methyl orange (Merk®) at 0.1% were
added; the pH was adjusted to 2. The solution was poured into
serological vials (120 mL) until they were completely filled to
obtain the trap vials of saturated saline solution; both were
hermetically sealed with a neoprene plug (20 mm @) and an

aluminum ring.
Biodigesters

Biodigesters were glass serological vials (120 mL) with 0.5
g of solid ferment and 45 mL of culture medium. These vials
were kept in anaerobic conditions with CO,, hermetically sealed
with a neoprene stopper (20 mm @), and an aluminum ring.
Biodigesters were sterilized and incubated at 39 °C for 24 h
to verify sterility (Herrera-Pérez et al., 2018). Then, they were
inoculated with 5 mL of ruminal fluid with total ruminal bacteria
obtained from a Swiss-bu cow. The cow grazed on pangola grass
meadows with a regrowth age of 60 d before taking the ruminal
fluid sample. Biodigesters with ruminal fluid were centrifuged
1570 x g for 3 min to precipitate protozoa and fiber particles, and
were incubated at 39 °C for 72 h (Texta et al., 2019).

Biogas and methane production
A Taygon® hose (2.38 mm internal @ and 45 cm long) with
hypodermic needles (20 G x 32mm) on its ends was used to

couple the biodigester with a trap vial of saturated saline

solution. The trap vial was placed inverted in a modified cylinder
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Produccién de biogéds y metano

Una manguera Taygon® (2.38 mm @ interno y 45 cm de
longitud) con agujas hipodérmicas (20 G x 32mm) en los extre-
mos se usé para acoplar el biodigestor con un vial trampa de so-
lucién salina saturada. El vial trampa se colocé de manera inversa
en una probeta modificada que sirve para recolectar la solucién
salina desplazada por los gases producidos durante la incubacién
por medio de una aguja hipodérmica colocada como vélvula de
salida. La produccién de biogds se midi6 a las 24, 48 y 72 h. La
produccién de CH, se midi6 a las 24, 48 y 72 h con el mismo
procedimiento que biogds, pero se usé el vial trampa de solucién
NaOH (2N; Torres-Salado ez al., 2019). La produccién de CH,
se tomd como los mL desplazados de la solucién NaOH (2N), ya
que el CO, reacciona con el NaOH formando Na,CO, (Prada-
Matiz y Cortés-Castillo, 2011).

Degradacién de la materia seca y de la fibra

detergente neutro

La muestra residual del biodigestor se filtré en bolsas
ANKOM F57 (ANKOM" Technology) a peso constante. Las
bolsas con muestra se secaron 24 h a 60 °C en una estufa (Felisa®
FE-293A, México). La degradacion de la materia seca (DMS)
se calculé con la formula % DMS = (muestra inicial — muestra
residual / muestra inicial) * 100 (Sdnchez-Santillin ez al., 2019;
Herndndez-Morales ez al., 2018). Las bolsas ANKOM?® se sella-
ron con calor y se determing el contenido de FDN con la meto-
dologfa de ANKOM' Technology segtin Van Soest et al. (1991).
El porcentaje de degradacién de la FDN (% DFDN) se calcul$
con la formula % DFDN = (FDN inicial — FDN residual / FDN
inicial) * 100 segtin Herndndez-Morales ¢z a/. (2018).

Disefio experimental y andlisis estadistico

El disefio experimental fue completamente al azar con arre-
glo factorial 2%, los factores fueron tipo de sustrato (rastrojo de
maiz y pasto mulato), cepa de Pleurotus ostreatus (MR y P15) y
tiempo de fermentacién sélida (15 y 30 d) con cinco repeticiones
por interaccién. Los datos se analizaron con el procedimiento
GLM de SAS’ (SAS Institute Inc., 2011) y los valores promedio
significativos del andlisis factorial se compararon con la prueba

de Tukey (p=<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

El fermento sélido con rastrojo de maiz presentd
24.4% mayor PC que el fermento de pasto mulato;
en contraste, el fermento con pasto mulato mostré
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that serves to collect the saline solution displaced by the gases
produced during incubation by means of a hypodermic needle
placed as an outlet valve. Biogas production was measured at 24,
48 and 72 h. CH, production was measured at 24, 48 and 72 h
with the same procedure as biogas, but using the NaOH solution
trap vial (2N; Torres-Salado ez al., 2019). The production ofCH4
was recorded as the displaced mL of the NaOH (2N) solution,
since CO, reacts with NaOH to form Na,CO, (Prada-Matiz and
Cortés-Castillo, 2011).

Dry matter and neutral detergent fiber degradation

The residual sample from the biodigester was filtered
into ANKOM F57 (ANKOM® Technology) bags at constant
weight. The sample bags were dried 24 h at 60 °C in an oven
(Felisa® FE-293A, Mexico). Dry matter degradation (DMS) was
calculated with the formula % DMS = (initial sample - residual
sample / initial sample) * 100 (Sdnchez-Santilldn ez al., 2019;
Herndndez-Morales ez al., 2018). The ANKOM® bags were heat
sealed and the FDN content was determined with the ANKOM®
Technology methodology, according to Van Soest ez al. (1991).
The percentage of FDN degradation (% DFDN) was calculated
with the formula % DFDN = (initial FDN - residual FDN /
initial FDN) * 100, according to Herndndez-Morales ez al.
(2018).

Experimental design and statistical analysis

The experimental design was completely randomized with
a 2% factorial arrangement, the factors were type of substrate
(corn stubble and mulatto grass), Pleurotus ostreatus strain (MR
and P15) and solid fermentation time (15 and 30 d) with five
repetitions by interaction.

The data were analyzed with the GLM procedure of SAS®
(SAS Institute Inc., 2011), and the significant mean values of

the factor analysis were compared using the Tukey test (p=<0.05).
RESULTS AND DISCUSSION

The solid ferment with corn stubble presented
24.4% higher PC than the mulatto grass ferment.
In contrast, the ferment with mulatto grass showed
8.08% higher hemicellulose than the corn stubble
(p=<0.05). The solid ferment inoculated with the
MR or P15 strains had no differences in the content
of PC or hemicellulose (p>0.05). Regarding the
solid fermentation time, the 30-d ferment showed
175.25% higher content of PC and 123% lower
content of hemicellulose than the ferment at 15 d
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8.08% mayor hemicelulosa que el rastrojo de maiz
(p=<0.05). El fermento sélido inoculado con las ce-
pas MR o P15 no tuvo diferencias en el contenido
de PC, ni hemicelulosa (p>0.05). Respecto al tiempo
de fermentacién sélida, el fermento con 30 d mos-
tr6é contenido 175.25% mayor de PC y contenido
123% menor de hemicelulosa que el fermento a 15 d
(p=0.05; Cuadro 2). Esto indicé que el tipo de cepa
de P ostreatus no influye en el contenido de PC, ni
hemicelulosa, mientras que conforme el tiempo es
mayor, el fermento se enriquece de PC y disminuye
su fraccién de hemicelulosa.

Ademds, el tipo de sustrato usado influyé en el
contenido de PC y hemicelulosa. La disminucién de
la fraccién de hemicelulosa respecto al contenido de
los sustratos antes del proceso de fermentacién solida
(Cuadro 1) es resultado probable de que P ostrearus
es un hongo que degrada carbohidratos estructura-
les por medio de la accién de enzimas xilanasas que
hidrolizan la hemicelulosa dentro de su proceso me-
tabdlico (Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava et al.,
2011). Ademds, la hemicelulosa se usa antes que ce-
lulosa y lignina como fuente de energia en la etapa de
crecimiento del hongo (Okano ez al., 2007).

(p=0.05; Table 2). This indicated that the type of
strain of P ostreatus does not influence the content of
PC, or hemicellulose, while as the time is longer, the
ferment becomes enriched with PC and its fraction
of hemicellulose decreases.

Furthermore, the type of substrate used influenced
the PC and hemicellulose content. The decrease of
the hemicellulose fraction, respect to the content
of the substrates before the solid fermentation
process (Table 1), is a probable result of the fact
that 2 ostreatus is a fungus that degrades structural
carbohydrates through the action of xylanase enzymes
that hydrolyze hemicellulose within their metabolic
process (Peldez-Acero et al., 2011; Shrivastava ez
al., 2011). In addition, hemicellulose is used before
cellulose and lignin as an energy source in the growth
stage of the fungus (Okano ez al., 2007).

Regarding the increases in the PC content of
the solid ferments evaluated, two explanations can
be proposed: the first, that the content increased
respect to the mulatto grass or corn stubble before
solid fermentation (Table 1) due to the growth of the
mycelium of the P ostreatus strains (Olivera-De la
Cruz et al., 2019), a fact that contributed microbial

Cuadro 2. Caracteristicas quimicas de valor nutricional y fermentativas in vitro de fermentos sélidos que no mostraron tipo de
interaccién (de primer o segundo orden) por sustrato, cepa de Pleurotus ostreatus o tiempo de fermentacién sélida.
Table 2. In vitro fermentative and nutritional value chemical characteristics of solid ferments that showed no type (first or second
order) of interaction by substrate, Pleurotus ostreatus strain or solid fermentation time.

Sustrato

Cepa Tiempo (d)

Variable Pasto mulato  Rastrojo de maiz MR P15 15 30 EEM
Hemi 17.64 a 16.32b 16.61 17.35 23.46 a 10.50 b 1.39
PC 5.00 b 6.22 a 5.42 5.8 2.99b 8.23a 0.57
Ce 9.01b 11.93a 10.59 10.35 1091 a 10.03 b 0.37
Biogds 190.28 a 187.98 a 190.68 a 187.58 a 168.49 b 209.77 a 4.50
Metano 24 42.19a 40.51 a 4134 a 41.36a 35.45b 47.25a 1.39
Metano 48 9.86 a 8.21 a 8.42a 9.65 a 7.94 b 10.12 a 0.56
Metano 72 4.55a 5.27 a 4.99 a 4.83a 4.93 a 4.89 a 0.23
Metano 56.59 a 53.99 a 54.75 a 55.83 a 48.32b 62.26 a 1.70
DMS 72.21b 74.00 a 72.82a 73.39 a 69.27 b 76.93 a 0.85
DFDN 65.65b 69.38 a 67.15a 67.89 a 62.76 b 72.28 a 1.11

a,b: valores medios por fila con letra distinta son diferentes (p=<0.05). Hemi: hemicelulosa; PC: proteina cruda; Ce: cenizas; Biogds: mL
g' MS de las 0 a 72 h; Metano 24: mL g' MS de las 0 a 24 h; Metano 48: mL g'' MS de las 24 a 48 h; Metano 72: mL g' MS de las 48 a
72 h; Metano: mL g’ MS de las 0 a 72 h; DMS: degradacién de la materia seca; DFDN: degradacion de la fibra detergente neutro; EEM:
error estdndar de la media. < a,b: mean values per row with different letter are different (p=<0.05). Hemi: hemicellulose; PC: crude
protein; Ce: ash; Biogas: mL g'' MS from 0 to 72 h; Methane 24: mL g MS from 0 to 24 h; Methane 48: mL g'' MS from 24 to 48 h;
Methane 72: mL g' MS from 48 to 72 h; Methane: mL g' MS from 0 to 72 h; DMS: degradation of dry matter; DFDN: degradation
of neutral detergent fiber; EEM: standard error of the mean.
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Respecto a los aumentos en el contenido de PC
de los fermentos sélidos evaluados, pueden propo-
nerse dos explicaciones: la primera, que el contenido
incrementd respecto al pasto mulato o rastrojo de
maiz antes de la fermentacién sélida (Cuadro 1) por
el crecimiento del micelio de las cepas de P ostreatus
(Olivera-De la Cruz ez al., 2019), hecho que aporté6
proteina microbiana (Luna ezal, 2013) alos 15y 30d de
fermentacién solida. La segunda explicacion es que
una parte de los carbohidratos se degradé a CO, y
H,O como parte del metabolismo de las cepas de 2
ostreatus, lo cual causé perdida de estos componentes,
pero no del contenido de N, en la MO de los sustra-
tos (Tuyen ez al., 2013). El aumento de la PC en los
fermentos sélidos es una ventaja de los subproductos
agricolas o materiales altamente lignoceluldsicos con
contenido bajo de PC (Tuyen ez al., 2012).

Luna ez al. (2013) registraron 4% de PC en fer-
mentos de paja de cebada por 30 d con P ostreatus,
valor inferior a los fermentos de 30 d de nuestro es-
tudio. Okano et /. (2006) encontraron 19% de he-
micelulosa en fermentos de bagazo de cana de azticar
inoculado con P eryngii por 35 d, lo cual es inferior
al contenido de hemicelulosa de los fermentos con 30 d
de nuestro estudio. Ademds, Okano ez al. (2007) y
Tuyen ez al. (2012) observaron valores superiores en
hemicelulosa e inferiores en PC, respecto a los fer-
mentos de 30 d de nuestro estudio en paja de trigo
tratada con P ostreatus por 30 d (Okano ez al., 2007)
y 49 d (Tuyen ez al., 2012).

El fermento sélido del sustrato rastrojo de maiz
inoculado con la cepa P15 o MR de P ostreatus mos-
tré contenido mayor (p=<0.05) de MS y Ce, sin dife-
rencias entre la inoculacién por tipo de cepa (p>0.05;
Cuadro 3). Cabe destacar, el fermento de pasto mu-
lato inoculado con la cepa P15 mostré el conteni-
do menor de Ce (p=<0.05). Lo anterior indic6 que
cualquiera de las cepas de P ostreatus no modificé el
contenido de MS en los sustratos usados en nuestra
investigacién, y el tipo de sustrato es responsable del
contenido de la MS del fermento sélido. Ademas, el
fermento de 15 d tenia Ce 8.78% mayor que el fer-
mento a los 30 d (p=<0.05; Cuadro 4).

El fermento de 30 d mostré contenido mayor
de MS en cada sustrato evaluado en nuestro estudio
(p=0.05), pero el fermento de 30 d con rastrojo de
maiz tenia MS 16.46% mayor que el fermento de
30 d con pasto mulato (p=<0.05; Cuadro 4). Esto

muestra que los fermentos de 30 d tienen mds

44 VOLUMEN 55, NUMERO 1

protein (Luna ez al., 2013) at 15 and 30 d of solid
fermentation. The second explanation is that a part
of the carbohydrates was degraded to CO, and H,O
as part of the metabolism of P ostreatus strains, which
caused a loss of these components, but not of the
N, content in the MO of the substrates (Tuyen ez
al., 2013). The PC increase in solid ferments is an
advantage of agricultural by-products or highly
lignocellulosic materials with low PC content (Tuyen
et al., 2012).

Luna ez al. (2013) recorded 4% PC in barley
straw ferments for 30 d with P ostreatus, a lower
value than the 30 d ferments in our study. Okano
et al. (2006) found 19% hemicellulose in sugarcane
bagasse ferments inoculated with P2 eryngii for 35 d,
which is lower than the hemicellulose content of the
30 d ferments of our study. Also, Okano ez al. (2007)
and Tuyen er al. (2012) observed higher values
in hemicellulose and lower in PC than those 30 d
ferments of our study in wheat straw treated with 2
ostreatus for 30 d (Okano ez 4l., 2007) and 49 d (Tuyen
et al., 2012).

The solid ferment of the maize stubble substrate
inoculated with P ostreatus strain P15 or MR showed
a higher content (p=<0.05) of MS and Ce (ash),
without differences between inoculation by type
of strain (p>0.05; Table 3). It should be noted that
the mulatto grass ferment inoculated with the P15
strain showed the lowest ash content (p=<0.05).
The aforementioned indicated that any of the P
ostreatus strains did not modify the MS content in
the substrates used in our research, and the type of
substrate is responsible for the MS content of the
solid ferment. Furthermore, the ferment of 15 d had
8.78% higher ash than the 30-d ferment (p=<0.05;
Table 4).

The 30-day ferment showed a higher MS
content in each substrate evaluated in our study
(p=0.05), but the 30-day ferment with corn stubble
had 16.46% MS higher than the 30-day ferment
with mulatto grass (p=<0.05; Table 4). This shows
that the 30-d ferments have more MS content, of
which more than half is cellulose and lignin in the
evaluated substrates. The MS content of the solid
ferments increased due to the loss of moisture during
solid fermentation, and the ash content was similar
to the initial content of the substrates used in the
study (Table 1). Tuyen ez al. (2013) reported that MS
and MO contents decreased in solid maize stubble
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Cuadro 3. Materia seca, fibra detergente 4cido, cenizas y biogds’ en fermentos sélidos de rastrojo de
maiz y pasto mulato inoculados con la cepa MR o P15 de Pleurotus ostreatus.
Table 3. Dry matter, acid detergent fiber, ash and biogas’ in solid ferments of corn stubble and
mulatto grass inoculated with the MR or P15 strain of Pleurotus ostreatus.

Pasto mulato

Rastrojo de maiz

Variable MR P15 MR P15 EEM
MS 24.45 be 22.67 c 26.17 ab 27.24a 0.81
FDA 52.37 ab 52.20 ab 54.39 a 49.88 b 1.08
Ce 9.64 b 8.38 ¢ 11.54a 12.33a 0.37
Biogds 24 140.43 a 124.07 bc 120.78 ¢ 130.54 b 3.64
Biogds 48 42.37b 45.74 ab 52.05a 47.33 ab 1.44
Biogds 195.23 a 185.33 b 186.14 b 189.82 ab 4.50

"Las variables presentaron interaccién sustrato cepa (p<0.05). a,b,c: valores medios por fila con letra
distinta son diferentes (p=<0.05). MS: materia seca; FDA: fibra detergente dcido; Ce: cenizas; Biogds 24:
mL g' MS de las 0 a 24 h; Biogds 48: mL g MS de las 24 a 48 h; Biogds: mL g’ MS de las 0 a 72 h;
EEM: error estdndar de la media. ¢ Variables presented strain substrate interaction (p=<0.05). a,b,c:
mean values per row with different letter are different (p=<0.05). MS: dry matter; FDA: acid detergent
fiber; Ce: ash; Biogas 24: mL g MS from 0 to 24 h; Biogas 48: mL g'' MS from 24 to 48 h; Biogas: mL
¢! MS from 0 to 72 h; EEM: standard error of the mean.

Cuadro 4. Materia seca, biogds y metano iz vitro' de los fermentos obtenidos de rastrojo de
maiz y pasto mulato en 15 y 30 dias de fermentacién sélida.
Table 4. Dry matter, biogas and iz vitro methane' of the ferments obtained from corn stubble
and mulatto grass at 15-d and 30-d of solid fermentation.

Pasto mulato

Rastrojo de maiz

Variable 15d 30d 15d 30d EEM
MS 20.93 ¢ 26.19b 2291 ¢ 30.50 a 0.81
FDA 46.92b 57.65a 48.49 b 55.78 a 1.08
Biogds 48 44.54 b 43.57 b 46.05b 53.33 a 1.44
Metano 24 37.86b 46.52 a 33.04 b 4798 a 1.39
Metano 48 7.71b 12.01 a 8.18b 8.24 ab 0.56

“Las variables presentaron interaccion sustrato tiempo (p=<0.05). a,b,c: valores medios por fila con
letra distinta son diferentes (p=<0.05). MS: materia seca; FDA: fibra detergente dcido; Biogds 48:
mL g' MS de las 24 a 48 h; Metano 24: mL g’ MS de las 0 a 24 h; Metano 48: mL g' MS de las
24 a 48 h; EEM: error estdndar de la media. « "The variables showed substrate time interaction
(p=0.05). a,b,c: mean values per row with different letter are different (p=<0.05). MS: dry matter;
FDA: acid detergent fiber; Biogas 48: mL g'' MS from 24 to 48 h; Methane 24: mL g' MS from 0
to 24 h; Methane 48: mL g MS from 24 to 48 h; EEM: standard error of the mean.

contenido de MS, de la cual mas de la mitad es celu-
losa y lignina en los sustratos evaluados. El contenido
de MS de los fermentos sélidos aumenté por la pér-
dida de humedad durante la fermentacién sélida y el
contenido de Ce fue similar al contenido inicial de
los sustratos usados en el estudio (Cuadro 1). Tuyen
et al. (2013) documentaron que el contenido de MS
y MO disminuy6 en fermentos sélidos de rastrojo de
maiz inoculados con P ostreatus. Ademais, Tuyen et

ferments inoculated with P ostreatus. Also, Tuyen ez
al. (2012) found 10.05% of ash in solid ferment of
wheat straw treated with P ostreatus for 49 d, values
similar to those of our study. Okano ez al. (2007)
recorded values (3.9% of ash) lower than those of
our experiment in sugarcane bagasse treated with P
eryngii for 35 d.

The solid ferment of corn stubble with the P15
strain reduced the FDA content by 9.04% (p=<0.05)
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al. (2012) encontraron 10.05% de Ce en fermento
solido de paja de trigo tratada con P ostreatus por
49 d, valores similares a los nuestros. Okano ez 4l.
(2007) registraron valores (3.9% de Ce) inferiores a
nuestro experimento, en bagazo de cana de azticar
tratado con P eryngii por 35 d.

El fermento sélido de rastrojo de maiz con la cepa
P15 redujo 9.04% el contenido de FDA (p=<0.05)
respecto al fermento del mismo sustrato con la cepa
MR (Cuadro 3), sin diferencias con las otras inte-
racciones (p>0.05). El fermento sélido de 30 d tuvo
mds FDA en cada sustrato evaluado en nuestro expe-
rimento (p=<0.05). Sin embargo, el fermento de 30 d
con rastrojo de maiz tenfa 3.35% menos FDA que el
fermento de 30 d con pasto mulato (p=<0.05). Ade-
mas, los fermentos de 15 d no mostraron diferencias
por el tipo de sustrato usado (p>0.05; Cuadro 4).

Los fermentos sélidos inoculados con la cepa MR
de P ostreatus aumentaron 23.02% el contenido de
FDA de los 15 a los 30 d de fermentacién sélida,
mientras que la cepa P15 increment6 14.77% el con-
tenido de FDA en el mismo periodo de fermenta-
cién (p=<0.05). El fermento con la cepa MR mos-
tré 7.96% mds FDA que la cepa P15 a los 30 d de
incubacién (p=<0.05). Esto mostré que la cepa P15
de P ostreatus tiene capacidad mayor de degradacién
de celulosa que la cepa MR entre los 15 y 30 d de
fermentacién sélida (Cuadro 5). La fraccién FDA

compared to the ferment of the same substrate with
the MR strain (Table 3), without differences in the
other interactions (p>0.05). The 30-d solid ferment
had more FDA in each substrate evaluated in our
experiment (p=<0.05). However, the 30-d ferment
with corn stubble had 3.35% less FDA than the 30-d
ferment with mulatto grass (p<0.05). In addition,
the 15-d ferments showed no differences due to the
type of substrate used (p>0.05; Table 4).

The solid ferments inoculated with 2 ostreatus MR
strain increased FDA content by 23.02% from 15
to 30 d of solid fermentation. While the P15 strain
increased by 14.77% the FDA content in the same
fermentation period (p=<0.05). The ferment with the
MR strain produced 7.96% more FDA than the P15
strain at 30 d of incubation (p=<0.05). This showed
that the P15 strain of P ostreatus has a greater capacity
for cellulose degradation than the MR strain between
15 and 30 d of solid fermentation (Table 5). The
FDA fraction increased in the ferments evaluated in
our study compared to the initial content of mulatto
grass and corn stubble (Table 1).

The FDA is composed of cellulose and lignin, so
P ostreatus showed little metabolic activity for the use
of cellulose, and this carbohydrate remained intact
for its hydrolysis into fermentable sugars (Méndez-
Herndndez ez al., 2019; Olivera-De la Cruz ez al.,
2019). In addition, the content of lignocellulosic

Cuadro 5. Fibra detergente dcido, biogds, degradacién de materia seca y degradacion de fibra
detergente neutro’ de fermentos inoculados con la cepa MR o P15 de Pleurotus
ostreatus en 15 y 30 dias de fermentacién sélida.

Table 5. Acid detergent fiber, biogas, degradation of dry matter and degradation of neutral

detergent fiber' of ferments inoculated with Pleurotus ostreatus strain MR or P15 at

15 and 30 days of solid fermentation.

. MR P15
Variable 15d 30d 15d 30d EEM
FDA 4787 ¢ 58.89 a 4753 ¢ 54.55b 1.08
Biogas 24 11823 b 142.98 a 109.52 ¢ 145.1a 3.64
Biogés 48 41.68 ¢ 5274 a 48.92ab 44.16bc 1.44
DMS 68.25 ¢ 7738 a 70.30b 76.49 0.85
DFDN 6133 ¢ 7297a 64.20b 71.58a 111

Las variables presentaron interaccién cepa tiempo (p=<0.05). a,b,c: valores medios por fila con
letra distinta son diferentes (p=<0.05). FDA: fibra detergente 4cido; Biogds 24: mL g’ MS de 0 a 24 h;
Biogds 48: mL g’ MS de 24 a 48 h; DMS: degradacién de la materia seca; DFDN: degradacién
de la fibra detergente neutro; EEM: error estdndar de la media. < "The variables presented strain
time interaction (p=<0.05). a,b,c: mean values per row with different letter are different (p=<0.05).
FDA: acid detergent fiber; Biogas 24: mL g' MS from 0 to 24 h; Biogas 48: mL g’ MS from 24
to 48 h; DMS: degradation of dry matter; DFDN: degradation of neutral detergent fiber; EEM:

standard error of the mean.
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aument? en los fermentos evaluados en el nuestro es-
tudio comparados con el contenido inicial del pasto
mulato y rastrojo de maiz (Cuadro 1).

La FDA estd compuesta por celulosa y lignina, por
lo que P ostreatus pudo mostrar poca actividad me-
tabélica para el uso de celulosa, y este carbohidrato
quedé intacto para su hidrélisis en aztcares fermen-
tables (Méndez-Herndndez et al., 2019; Olivera-De
la Cruz et al., 2019). Ademis, el contenido de enlaces
lignocelulésicos de los sustratos y el tiempo de expo-
sicién a las cepas MR y P15 de P ostreatus se refleja-
ron en el contenido de FDA. La degradacién de la
pared celular inicia en la pared secundaria y limina
media por accién de las enzimas lacasas (Olivera-De
la Cruz et al., 2019), asi como un aumento en la sin-
tesis de dcidos orgdnicos y consumo de carbohidratos
solubles por el hongo durante la fermentacién sélida
(Peldez-Acero et al., 2011).

El contenido menor de FDN se presenté en los
fermentos de rastrojo de maiz inoculados con la cepa
P15y 30 d de fermentacién (p=<0.05). En contraste,
todos los fermentos de 15 d mostraron contenidos
mayores de FDN (p>0.05). Cabe destacar que la
cepa P15 en ambos sustratos y la cepa MR en pasto
mulato redujeron el contenido de FDN de los 15 a
los 30 d de fermentacién sélida, lo cual indica que el
hongo consumié pared celular para su crecimiento
(Cuadro 6). Los fermentos tuvieron menor FDN en
comparacion a los sustratos iniciales (Cuadro 1) por
accién de las cepas de P ostreatus porque usaron la
hemicelulosa como fuente de energfa para su creci-
miento, antes de degradar la lignina (Olivera-De la
Cruz et al., 2019).

La variacién en el contenido de FDN y FDA de
los fermentos evaluados en nuestro estudio se pueden
suponer producto de la composicién de la pared ce-
lular del pasto mulato y rastrojo de maiz. Asi como
a la estructura quimica de la lignina y del complejo
lignina-carbohidrato de los sustratos. Ademds, los
niveles de degradacién de las fibras detergentes son
consecuencia de los complejos enzimdticos activos
en los diferentes tiempos de incubacién (Okano ez
al., 2007). Segin Luna et al. (2013), una fraccién
de estos componentes forma un complejo lignina-
carbohidrato que resiste la hidrolisis enzimdtica.

Tuyen ez al. (2013) encontraron valores inferiores
en FDN (64.68%) y FDA (48.52 %) a los nuestros,
en rastrojo de maiz tratado con 2 ostreatus por 42 d. Con
el mismo hongo P ostreatus y 16 d de fermentacién

bonds of the substrates and the exposure time to the
MR and P15 strains of P ostreatus were expressed
in the FDA content. Degradation of the cell wall
begins in the secondary wall and middle lamina
due to the action of laccase enzymes (Olivera-De
la Cruz et al., 2019); and there is an increase in
the synthesis of organic acids and consumption of
soluble carbohydrates by the fungus during solid
fermentation (Peldez-Acero et al., 2011).

The lower content of FDN was recorded in the
corn stubble ferments inoculated with the P15 strain
and 30 d of fermentation (p=<0.05). In contrast, all
the 15-d ferments showed the highest FDN content
(p>0.05). It is worth mentioning that the P15 strain
in both substrates and the MR strain in mulatto
grass reduced the FDN content from 15 to 30 d of
solid fermentation, which indicates that the fungus
consumed cell wall for its growth (Table 6).

The ferments had lower FDN compared to the
initial substrates (Table 1) due to the action of the P
ostreatus strains because they used hemicellulose as an
energy source for their growth, before degrading the
lignin (Olivera-De la Cruz ez al., 2019).

The variation in the contents of FDN and
FDA of the ferments evaluated in our study can
be assumed as a product of the composition of the
cell wall of mulatto grass and corn stubble. As well
as the chemical structure of lignin and the lignin-
carbohydrate complex of the substrates. Also, the
levels of degradation of the detergent fibers are a
consequence of the active enzyme complexes at the
different incubation times (Okano et al, 2007).
According to Luna ez al. (2013), a fraction of these
components forms a lignin-carbohydrate complex
that resists enzymatic hydrolysis.

Tuyen et al. (2013) found lower values in FDN
(64.68%) and FDA (48.52%) than ours in corn
stubble treated with P ostreatus for 42 d. With
the same P ostreatus fungus and 16 d of solid
fermentation, Soto-Sinchez ez al. (2015) documented
higher values in FDN (81.59%) and similar values of
FDA (47.43%) in barley straw ferments, compared
to our study in 15 d. Okano ez /. (2007) published
lower values of FDN (31.83%) and FDA (48.76%)
in wheat straw ferments with P ostreatus for 30 d
compared to the P ostreatus ferments for 30 d in any
substrate of our experiment.

The former values are attributed to the enzymatic
specificity of the substrate, moisture content of the
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sélida, Soto-Sinchez et al (2015) documentaron
valores superiores en FDN (81.59%) y similares
de FDA (47.43%) en fermentos de paja de cebada,
comparados con nuestro estudio a los 15 d. Okano
et al. (2007) publicaron valores inferiores de FDN
(31.83%) y FDA (48.76%) en fermentos de paja de
trigo con P ostreatus por 30 d comparados con los
fermentos de P ostreatus por 30 d en cualquier sustra-
to de nuestro experimento.

Los valores anteriores se atribuyen a la especifici-
dad enzimdtica por el sustrato, contenido de hume-
dad de los sustratos al inicio de la fermentacién sélida
(Peldez-Acero er al., 2011), especie de hongo usada
(Tuyen ez al., 2012; Soto-Sdnchez ez al., 2015), tiem-
po de fermentacién (Soto-Sdnchez ez al., 2015), tipo
y composicién de sustrato (Peldez-Acero ez al., 2011;
Tuyen ez al., 2012; Soto-Sinchez ez al., 2015), patrén
de degradacién de los carbohidratos estructurales del
sustrato (Tuyen ez al., 2013) y temperatura (Okano
et al., 2006). Estos factores son determinantes en la
composicién quimica con valor nutricional del fer-
mento sélido (Tuyen ez al., 2013; Soto-Sinchez et
al., 2015). Por lo tanto, la seleccién de las cepas o
especies de hongos es fundamental como tratamien-
to previo éptimo de residuos agricolas o altamente
lignocelulésicos (Nayan ez al., 2018) para una degra-
dacién selectiva de lignina sin consumo relevante de
celulosa (Méndez-Herndndez ez al., 2019) y hemice-
lulosa.

La mayor produccién parcial de biogds a las 24 h
fue del fermento obtenido de la cepa MR en pasto
mulato (p=<0.05), 16.27% mds biogds que el fer-
mento obtenido con la misma cepa, al usar rastrojo
de maiz como sustrato. El fermento de la cepa P15
no present6 diferencias entre sustratos (p>0.05; Cua-
dro 3). En la misma variable no hubo diferencias
entre los fermentos obtenidos de las cepas de 2 os-
treatus durante 30 d de fermentacién sélida (p>0.05);
pero a los 15 d el fermento de la cepa MR produjo
7.95% mds biogds parcial a las 24 h que la cepa P15
(p=<0.05; Cuadro 5).

Respecto a la produccién parcial de biogds a 48 h, la
cepa MR de P ostreatus produjo 22.85% mads biogds
cuando se inoculd en rastrojo de maiz que en pasto
mulato (p=<0.05); mientras, el fermento inoculado
con la cepa P15 de P ostreatus no presenté diferencias
con la cepa MR en cualquiera de los dos sustratos
evaluados (p>0.05; Cuadro 3). Ademds, entre los
tiempos de fermentacién sélida, en el pasto mulato
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substrates at the beginning of solid fermentation
(Peldez-Acero er al., 2011); species of fungus
(Tuyen et al., 2012; Soto-Sinchez er al., 2015);
fermentation time (Soto-Sdnchez ez al, 2015);
type and composition of substrate (Peldez-Acero ez
al., 2011; Tuyen et al., 2012; Soto-Sdnchez et al.,
2015); degradation pattern of substrate structural
carbohydrates (Tuyen ez al., 2013) and temperature
(Okano et al., 2006). These factors are determinant
in the chemical composition with nutritional value of
the solid ferment (Tuyen ez /., 2013; Soto-Sdnchez
et al., 2015). Therefore, the selection of fungal strains
or species is essential as an optimal pre-treatment
of agricultural or highly lignocellulosic residues
(Nayan ez al., 2018) for a selective degradation of
lignin without a relevant consumption of cellulose
(Méndez-Hernidndez et al., 2019) and hemicellulose.

The highest partial biogas production at 24 h was
from the ferment obtained from the MR strain in
mulatto grass (p=<0.05), 16.27% more biogas than
the ferment obtained with the same strain, when
using corn stubble as substrate. The ferment of
strain P15 showed no differences between substrates
(p>0.05; Table 3). In the same variable, there were no
differences between the ferments obtained from the
P. ostreatus strains during 30 d of solid fermentation
(p>0.05), but at 15 d the ferment of the MR strain
produced 7.95% more partial biogas at 24 h than the
P15 strain (p=<0.05; Table 5).

Regarding the partial production of biogas at
48 h, the MR strain of 2 ostreatus produced 22.85%
more biogas when it was inoculated in corn stubble
than in mulatto grass (p=<0.05); whereas the ferment
inoculated with the P15 strain of P ostreatus did not
show differences with the MR strain in any of the two
substrates evaluated (p>0.05; Table 3). In addition,
between the solid fermentation times, in the mulatto
grass there were no differences (p>0.05), and when
the substrate was corn stubble the biogas production
increased 15.81% from 15 to 30 d (p=<0.05; Table
4). Both solid fermentation periods did not show
differences when inoculating the substrates with the
P15 strain of P ostreatus (p>0.05), but when the MR
strain of P ostreatus was used, the biogas production
was 26.54% higher in the ferments with 30 d than in
those of 15 d (p=<0.05; Table 5).

The highest partial biogas production at 72 h
was from the ferment obtained from mulatto grass
inoculated with the P15 strain of 2 ostreatus for 30 d
(p=0.05), showing no differences with the ferments
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no hubo diferencias (p>0.05), y cuando el sustrato
fue rastrojo de maiz, la produccién de biogds aumen-
to 15.81% de los 15 alos 30 d (p=<0.05; Cuadro 4).
Ambos tiempos de fermentacién sélida no mostra-
ron diferencias al inocular los sustratos con la cepa
P15 de P ostreatus (p>0.05), pero cuando se usé la
cepa MR de P ostreatus la producciéon de biogds fue
26.54% mayor en los fermentos con 30 d que de 15 d
(p=<0.05; Cuadro 5).

La mayor produccién parcial de biogds a 72 h fue
del fermento obtenido de pasto mulato inoculado
con la cepa P15 de P ostreatus por 30 d (p=0.05),
sin diferencias con los fermentos obtenidos con cual-
quiera de los sustratos inoculados con la cepa MR de
P ostreatus por 30 d (p>0.05; Cuadro 6). La produc-
cién de biogds acumulado es una relacién indirec-
ta de la disponibilidad de los carbohidratos durante
la fermentacién ruminal (Sdnchez-Santillin ez al.,
2015a). Cuando se usé pasto mulato como sustrato,
la cepa MR produjo 5.34% mds biogds (p=<0.05) que
la cepa P15, pero con rastrojo de maiz como sustrato
las cepas de P ostreatus no mostraron diferencias en
la produccién de biogds acumulado (p>0.05; Cuadro
3). Cabe destacar, los fermentos con 30 d produjeron

24.50% mds biogds acumulado que los fermentos
con 15 d (p=<0.05; Cuadro 2).

obtained with any of the substrates inoculated with
the MR strain. of P ostreatus for 30 d (p>0.05; Table
6). Production of accumulated biogas is an indirect
relationship of the availability of carbohydrates
during ruminal fermentation (Sdnchez-Santillin
et al., 2015a). When mulatto grass was used as a
substrate, the MR strain produced 5.34% more
biogas (p=0.05) than the P15 strain, but with corn
stubble as a substrate, the P ostreatus strains showed
no differences in the production of accumulated
biogas (p>0.05; Table 3). It should be noticed that
30-d ferments produced 24.50% more accumulated
biogas than 15-d ferments (p=<0.05; Table 2).

The partial production of biogas makes it possible
to indirectly estimate the availability of carbohydrates
from solid ferments during fermentation by ruminal
microorganisms, because during the first 24 h non-
structural carbohydrates are fermented (Herrera-
Pérez et al., 2018; Torres-Salado ez al. al., 2019; Texta
et al., 2019) of the cellular content (Herrera-Pérez et
al., 2018); and of the protein fraction (Torres-Salado
etal.,2019). From 48 h of incubation, the production
of biogas would be the product of the capacity of
the inoculated ruminal microorganisms to degrade
structural carbohydrates (Sanchez-Santillin ez 4l.,
2015a; Torres-Salado et 4l., 2019).

Cuadro 6. Fibra detergente neutro y biogds in vitro' de fermentos obtenidos
de rastrojo de maiz y pasto mulato inoculado con la cepa MR o

P15 de Pleurotus ostreatus enl5 y 30 dias de fermentacién sélida.

Table 6. Neutral detergent fiber and in vitro biogas' of ferments obtained
from corn stubble and mulatto grass inoculated with the MR or P15

strain of Pleurotus ostreatus in 15 and 30 days of solid fermentation.

Sustrato Cepa Tiempo FDN Biogas 72
MR 15d 70.92 abc 8.73 cd
Pasto mulato 30d 67.69 d 16.12 abc
P15 15d 72.18 a 9.52 cd
30d 68.9 cd 21.52a
MR 15d 71.77 ab 8.01d
Rastrojo de 30d 69.57 bed 18.61 ab
maiz P1s 15d 69.78 abcd 11.01 cd
30d 62.68 12.89 bed
EEM 0.61 1.07

"Las variables presentaron interaccién sustrato cepa tiempo (p=<0.05). a,b,c:

valores medios por columna con letra distinta son diferentes (p=<0.05). FDN =
fibra detergente neutro; Biogds 72 = mL g' MS de las 48 a 72 h; EEM = error
estindar de la media. < "The variables showed substrate strain time interaction

(p=0.05).

a,b,c: mean values per column with different letter are different

(p=0.05). FDA = neutral detergent fiber; Biogas 72: mL g MS from 48 to 72 h;

EEM: standard error of the mean.

HERRERA-PEREZ et al. 49



AGROCIENCIA, 1 de enero - 15 de febrero, 2021

La produccién parcial de biogds permite estimar
indirectamente la disponibilidad de los carbohidra-
tos de los fermentos sélidos durante la fermentacién
por microrganismos ruminales, porque durante las
primeras 24 h se fermentan los carbohidratos no es-
tructurales (Herrera-Pérez et al., 2018; Torres-Salado
et al., 2019; Texta et al., 2019) del contenido celu-
lar (Herrera-Pérez et al., 2018) y la fraccién proteica
(Torres-Salado et al., 2019). Desde las 48 h de in-
cubacién, la produccién de biogds seria producto de
la capacidad de los microorganismos ruminales ino-
culados para degradar los carbohidratos estructurales
(Sanchez-Santilldn ez 4/., 2015a; Torres-Salado et al.,
2019).

Herrera-Pérez et al. (2018) documentaron una
produccién acumulada de 133.0 y 232.9 mL de bio-
gds g!' MS alas 24 y 72 h en rastrojo de maiz, valo-
res superiores a los fermentos obtenidos en nuestro
estudio con el rastrojo de maiz como sustrato. Al-
maraz-Buendia ez al. (2019) registraron un volumen
méximo de biogds para el pasto mulato de 82.10 mL
g MS, valor menor al de nuestro estudio con los fer-
mentos de pasto mulato. Mientras que Herrera-Pérez
et al. (2018) encontraron 247 mL de biogds g' MS
en pasto cobra con 56 d de rebrote, lo cual es mayor
al de nuestro experimento en los fermentos del pasto
mulato.

Estas diferencias en la produccién de biogis se
atribuyen a que los fermentos provienen de un pro-
ceso fermentativo donde P ostreatus consumi6 carbo-
hidratos solubles y hemicelulosa para su crecimiento
(Sdnchez-Santilldn e al., 2015a; Olivera-De la Cruz
et al., 2019). Esto redujo la disponibilidad de carbo-
hidratos para la fermentacién ruminal. Okano ez al.
(2006) informaron valores similares a la produccién
de biogis de los fermentos de 30 d de nuestro estudio
en bagazo de cafia de azicar tratado con P eryngii por
35 d, pero la produccién de biogis de los fermentos
de 15 d de nuestro estudio es superior a la publicada
por Soto-Sinchez et al. (2015) en fermentos de paja
de cebada por 16 d con P ostreatus.

La produccién de CH, parcial a las 24 h aumenté
en el fermento con 30 d respecto al de 15 d, porque
la produccién de CH, fue 22.87% mayor en el sus-
trato pasto mulato y 45.22% mis alta en el rastrojo
de maiz, respectivamente (p=<0.05; Cuadro 2). La
produccién parcial de CH, a 48 h no mostré diferen-
cias en los fermentos obtenidos de rastrojo de maiz
a los 15 0 30 d (p>0.05), mientras el fermento con
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Herrera-Pérez et al. (2018) reported a cumulative
production of 133.0 and 232.9 mL of biogas g’
MS at 24 and 72 h in corn stubble, values higher
than the ferments obtained in our study with corn
stubble as substrate. Almaraz-Buendia et 2/. (2019)
reported a maximum biogas volume for mulatto
grass of 82.10 mL g' MS, which is lower than that
recorded in our study of ferments with mulatto grass.
Whilst Herrera-Pérez et al. (2018) found 247 mL of
biogas g' MS in cobra grass with 56 d of regrowth,
which is a greater value than that of our experiment
in ferments of mulatto grass.

These differences in biogas production are
attributed to the fact that the ferments come from
a fermentative process where P ostreatus consumed
soluble carbohydrates and hemicellulose for growing
(Sdnchez-Santilldn ez al., 2015a; Olivera-De la Cruz
et al., 2019). This fact reduced the availability of
carbohydrates for ruminal fermentation. Okano
et al. (2006) reported similar values to the biogas
production of the 30-d ferments of our study, in
sugarcane bagasse treated with P eryngii for 35 d, but
the biogas production of the 15-d ferments of our
study is higher than that reported by Soto-Sdnchez
et al. (2015) in barley straw ferments for 16 d with
P ostreatus.

The partial CH, production at 24 h increased
in the ferment of 30 d compared to that of 15 d
because the production of CH, was 22.87% higher
in the mulatto grass substrate and 45.22% higher
in the corn stubble, respectively (p=<0.05; Table
2). The partial production of CH, at 48 h showed
no differences in the ferments obtained from corn
stubble with 15 or 30 d (p>0.05), while the ferment
with mulatto grass for 30 d produced 55.77% more
partial CH, at 48 h than the ferment with mulatto
grass for 15 d (p=0.05; Table 4). The partial CH,
production at 24 h and 48 h of the ferments with the
MR or P15 strain of 2 ostreatus showed no differences
(p>0.05) with means of 41.35 and 9.04 mL g"' of
MS, respectively (Table 2).

The partial production of CH, at 72 h and
accumulated CH, showed no differences between
the mulatto grass and corn stubble substrates, nor
between the MR and P15 strains of P ostreatus
(p>0.05; Table 2). In the factor time of solid
fermentation, the partial production of CH, at 72 h
was not different between 15 and 30 d (p>0.05), but
in accumulated CH, the ferment with 30 d produced
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pasto mulato por 30 d produjo 55.77% mds CH,
parcial a 48 h que el fermento con pasto mulato por
15 d (p=<0.05; Cuadro 4). La produccién de CH,
parcial a las 24 h y 48 h de los fermentos con la cepa
MR o P15 de P ostreatus no presentaron diferencias
(p>0.05), con promedios de 41.35 y 9.04 mL g de
MS, respectivamente (Cuadro 2).

La produccién parcial de CH, a 72 h y CH,
acumulado no mostré diferencias entre los sustratos
pasto mulato y rastrojo de maiz, ni entre las cepas
MRy P15 de P ostreatus (p>0.05; Cuadro 2). En el
factor tiempo de fermentacién sélida la produccién
parcial de CH, a 72 h no fue diferente entre 15y 30 d
(p>0.05), pero en CH, acumulado el fermento con
30 d produjo 28.85% mds CH, que 15 d (p=0.05;
Cuadro 2). En promedio, la produccién de CH, de
los fermentos de pasto mulato y rastrojo de maiz re-
presentd 29.74 y 28.72% del total de biogis produ-
cido. En los fermentos con 15 d, el CH, fue 28.68%
del total de biogds, con un aumento de un punto
porcentual en los fermentos con 30 d. Herrera-Pérez
et al. (2018) publicaron que el CH, represent6 18.12
y 21.71% del total de biogds en rastrojo de maiz y
pasto cobra con 56 d de rebrote.

Todo lo anterior permite afirmar que la dispo-
nibilidad de carbohidratos estructurales en nuestro
estudio mejoré con el tratamiento de los sustratos
con P ostreatus, ya que la fermentacién de carbohi-
dratos estructurales por bacterias celuloliticas genera
produccién mayor de CH, porque sus productos fi-
nales de fermentacién son acetato e H, (Vanegas ez
al., 2017; Torres-Salado ez al., 2019)‘ Esto propicia
una relacién sintrépica con las arqueas metanogé-
nicas del rumen, las cuales usan el H, y CO, como
sustrato para producir CH, como parte de su meta-
bolismo (Torres-Salado ez a/., 2019). Segtin Tuyen ez
al. (2013), la produccién de CH, representé 20% de
total de biogds en fermentos de rastrojo de maiz con
P, ostreatus, valores inferiores a nuestro estudio.

La degradacién mayor de MS (DMS) y degra-
dacién de la FDN (DFDN) mayor ocurrieron en
los fermentos con 30 d de fermentacién sélida con
cualquiera de las cepas de P ostreatus (p=<0.05), en
promedios de 76.94 y 72.28%, respectivamente. En
los fermentos de 15 d, la cepa P15 de P ostreatus pre-
sentd 3.0 y 4.68% mayores DMS y DFDN que la
cepa MR de P ostreatus (p=<0.05; Cuadro 5). Estos
resultados concuerdan con Olivera-De la Cruz ez
al. (2019), quienes mencionaron que el tiempo de

28.85% more CH, than that of 15 d (p=<0.05; Table
2). On average, CH, production from mulatto grass
and corn stubble ferments represented 29.74 and
28.72% of the total biogas produced. In the 15-d
ferments, CH, was 28.68% of the total biogas, with
an increase of one percentage point in the 30-d
ferments. Herrera-Pérez et al. (2018) reported that
CH, represented 18.12 and 21.71% of the total
biogas in corn stubble and cobra grass with 56 d of
regrowth.

The former allows us to affirm that the availability
of structural carbohydrates in our study improved
with the treatment of substrates with P ostreatus
since the fermentation of structural carbohydrates
by cellulolytic bacteria generates greater production
of CH, because their final fermentation products are
acetate and H, (Vanegas ez al., 2017; Torres -Salado
etal., 2019). This favors a syntropic relationship with
the methanogenic archaea in the rumen, which use
H, and CO, as a substrate to produce CH, as part
of their metabolism (Torres-Salado ez al, 2019).
According to Tuyen et al. (2013), CH, production
represented 20% of total biogas in corn stubble
ferments with P ostreatus, values lower than those
reported in our study.

The greatest degradation of dry matter (DMS)
and degradation of neutral detergent fiber (DFDN)
occurred in the ferments with 30 d of solid
fermentation with any of the P ostreatus strains
(p=<0.05) with an average of 76.94 and 72.28%,
respectively. In the 15-d ferments, the P15 strain of 2
ostreatus presented 3.0 and 4.68% higher DMS and
DFDN than the MR strain of P ostreatus (p=<0.05;
Table 5). These results agree with those reported by
Olivera-De la Cruz et 4l. (2019), who mentioned
that the exposure time of the fungus in the substrate
increases the degradation of the cell wall. Likewise,
the ferment with corn stubble presented 2.48 and
5.68% higher DMS and DFDN than the mulatto
grass (p=<0.05; Table 2). Herrera-Pérez ez al. (2018)
reported 60.84 and 51.32% of DMS and DFDN,
values lower than those recorded in our study.
Almaraz-Buendia er 4/ (2019) found 45.20 and
47.42% in mulatto grass with 60 d of regrowth,
lower than those of our study.

Comparisons allow us to assume that the
incorporation of ligninolytic fungi into forages with
high fiber content, as in our experiment, favors fiber
degradation due to enzymatic action. This is because
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exposicion del hongo en el sustrato aumenta la de-
gradacién de la pared celular. Asi mismo, el fermento
con rastrojo de maiz present6 2.48 y 5.68% mayores
DMS y DFDN que el pasto mulato (p=<0.05; Cua-
dro 2). Herrera-Pérez et al. (2018) informaron 60.84
y 51.32% de DMS y DFDN, valores inferiores a los
de nuestro estudio. Almaraz-Buendia er a/. (2019)
encontraron 45.20 y 47.42% en pasto mulato con
60 d de rebrote, inferiores a los de nuestro estudio.

Las comparaciones permiten suponer que la in-
corporacién de hongos ligninoliticos a forrajes con
alto contenido de fibra, como en nuestro experimen-
to, favorece la degradacién de la fibra por accién en-
zimdtica. Esto porque P ostreatus es un degradador
eficaz de lignina (Tuyen ez al., 2013) y aumenta las
fracciones digeribles de los sustratos (Okano ez al.,
2007) durante su fermentacién en rumen (Tuyen ez
al., 2012). El uso potencial de P ostreatus como me-
jorador de la degradacién de los sustratos lignocelu-
16sicos se determina por el tipo y condicién de estos
durante el proceso de fermentacién sélida (Nayan ez
al., 2018).

CONCLUSIONES

El uso de las cepas MR y P15 de Pleurotus ostrea-
tus como pretratamiento del rastrojo de maiz y pasto
mulato por 30 dias redujo el contenido de fibra de-
tergente neutro e incrementé la proteina cruda. Es-
tas mejoras se reflejaron en la produccién de biogis,
metano y degradaciones 7z vitro; lo cual indic que el
tratamiento de estos sustratos con P ostreatus mejo-
16 la disponibilidad de nutrientes en la fermentacién
con microorganismos en el rumen.
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