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RESUMEN

La burlanda himeda de maiz (WDGS), es un subproducto de la molienda seca
de cereales de la produccion industrial de bioetanol. Este subproducto es
utilizado en la alimentacién animal, ya que presenta una proporcion elevada de
proteina, grasa y fibra de gran importancia nutricional. Sin embargo, su
almacenamiento en el campo presenta inconvenientes, ya que la burlanda
debe acumularse y generalmente queda expuesta al oxigeno modificando su
calidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad durante el
almacenamiento de burlanda himeda de maiz con diferentes tratamientos de
control de hongos y bacterias para ser destinada a alimentacion animal. El
estudio se llevo a cabo con WDGS de reciente elaboracion en una planta
proxima a la ciudad de Cordoba (Codrdoba, Argentina). Los tratamientos
aplicados fueron Lactobacillus y dos productos quimicos comerciales: Virukill
(N,N-Didecil-N,N-Cloruro de dimetilamonio), y Salpro (Acido férmico, Acido
propionico y Formiato de amonio). Posteriormente se almacenaron en camara
a 25 + 2°C durante 21 dias. El muestreo se realizé alos 0, 7y 14 dias y las
variables medidas fueron caracteristicas fisicas (color, pH y contenido de
humedad) y quimicas (contenido de proteinas, grasas y de materia seca).
Desde el punto de vista sanitario se determiné incidencia fungica, recuento de
microorganismos mesofilos aerobios totales y presencia de aflatoxinas totales
y de zearalenona. De acuerdo a los resultados encontrados se sugiere que
entre las caracteristicas fisicas el color y pH resultarian mediciones sencillas,
en respuesta a posibles alteraciones de burlanda himeda de maiz almacenada
en condiciones de exposicion al oxigeno. Durante el periodo evaluado, no se
registraron modificaciones en cuanto a su composicion nutricional en lo relativo
a su contenido de proteinas, grasas y materia seca. Pero si se observaron
cambios en la contaminacion con hongos micotoxicogénicos de riesgo
potencial. La incidencia fudngica pudo ser controlada durante el
almacenamiento al aplicar Lactobacillus y Salpro. Estos productos

disminuyeron, ademas, la presencia de microorganismos mesofilos totales y
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mantuvo baja la concentracién de micotoxinas, asociado a un color amarillo
claro brillante hasta el final del ensayo. La implementacién del registro en
burlanda almacenada en el campo, de variables de calidad (color, pH,
screening de incidencia fungica) no requiere de una gran inversion econémica
ni de proceso, y de esta manera se podra fomentar el uso de WDGS a nivel
regional como componente de la racidén destinada a la alimentacion animal y

asegurar en cada eslabén de la cadena su calidad nutricional e inocuidad.

Palabras claves: Burlanda himeda, alimentacion animal, calidad sanitaria,

inocuidad
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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

En el marco de la transformacion de los sistemas de produccion de alimentos
argentinos, la interrelacién vertical de las cadenas agroalimentarias alcanza un
fuerte protagonismo. En la planificacién de un sistema agroproductivo, los granos de
cereales de alta calidad deberian ser destinados exclusivamente al consumo
humano, mientras que aquellas partidas que no alcancen los estdndares podrian ser
direccionadas hacia otras alternativas de aprovechamiento tal como es su
transformacion en etanol, obteniendo como subproducto la burlanda destinada a la
alimentacion animal. En relacion a ello es de destacar, el rapido crecimiento de la
industria de bioetanol a nivel mundial como respuesta a la necesidad de energias
alternativas, lo que ha incrementado la oferta de subproductos, entre ellos los granos
de destileria (Zabed et al., 2017). Estos subproductos con solubles himedos y secos
se conocen por las siglas en inglés WDGS y DDGS o bien como burlanda humeda

y seca respectivamente.

El grano de maiz contiene un 70-75 % de carbohidratos, 8-10 % de proteina,
4-5 % de materia grasa y esta compuesto por tres estructuras principales: el
pericarpio, que es la capa exterior fibrosa que encierra al grano; el endosperma, que
es la parte mas importante y contiene el 98 % de los carbohidratos y 74 % de las
proteinas; y el germen, compuesto por 83 % de aceite y 26 % de proteina (FAO,
1993). Durante su industrializacion, los procesos de molienda humeda y seca
permiten separar los componentes en diferentes fracciones de carbohidratos,
proteinas y aceite. Cada uno de ellos es aprovechado y muchas veces procesado,
para obtener una gran cantidad de productos que se destinan al consumo directo o

son empleados como insumos en otras industrias (Fernandez Palma, 2014).

Dentro del modelo productivo de granos en Argentina, el maiz es uno de los

cultivos de mayores posibilidades de agregado de valor, fundamentalmente por su



capacidad de trasformacion a proteina animal, dado que es el grano forrajero por
excelencia (MAIZAR, 2012).

El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) reporta en sus
informes que Argentina llegaria a producir 42,5 millones de toneladas en la campafia
2018/2019, lo que representa un incremento respecto a periodos anteriores en
concordancia al crecimiento a nivel mundial de produccion de maiz. Esta tendencia
a ritmo creciente en la oferta de granos de maiz, se acompafia de una fuerte
demanda de China y EEUU para ser empleados con fines industriales y piensos
(FAO, 2018).

Ademas del aprovechamiento convencional del maiz para la produccion de
granos con fines forrajeros y alimenticios, este cultivo se incorpora cada vez mas a
la produccion de energia renovable, mediante sistemas integrados de creacion de
valor agregado, con importantes aportes en la mitigacion ambiental y en el desarrollo

e integracion econdmica y comercial de productores a nivel regional.

El bioetanol es el biocombustible que mas se produce a nivel mundial (85 %
del total); tiene un 66 % del valor energético del petroleo, pero debido a su mayor
nivel de octanaje, la mezcla de ambos mejora su rendimiento y a la vez disminuye
las emisiones de CO:2 y Oxidos de azufre al ambiente (FAO, 2008; CADER, 2012).

El rapido crecimiento de esta industria a nivel mundial en respuesta a la
necesidad de energias alternativas ha incrementado la oferta de subproductos
(Kalscheur & Garcia, 2005; Zabed et al., 2017). En 2015 la produccién de bioetanol
alcanzd los 97.000 millones de litros, de los cuales 54.500 millones de litros (56,2 %)
corresponderian a Estados Unidos y 27.800 millones de litros (28,6 %) a Brasil. El
consumo de ambos paises constituye el 83 % del consumo mundial, y es utilizado
practicamente como mezclas de gasolina en vehiculos flex fuel. El resto de los
paises productores de etanol estarian por debajo de 2.000 millones de litros; entre
los mas importantes se destacan Canada, Tailandia y Argentina (Maluenda Garcia,
2016).

En nuestro pais la Ley 26.093 del afio 2006, estableci6 el régimen de

promocién de biocombustibles a través de incentivos para la instalacién de plantas



de produccion y el establecimiento de un corte obligatorio del 5 %, tanto en el gasoill

como en los diversos tipos de nafta, vigente desde 2010.

En general para la obtencién de bioetanol se utilizan cereales: maiz en
Argentina y Estados Unidos, trigo en Canada Occidental y cebada en los paises
nérdicos europeos (Klopfenstein & Grant, 2003). La produccién de etanol a partir de
maiz es reciente en Argentina, comenzé en febrero de 2012. El bioetanol producido
en su mayor parte provenia de cafia de azlcar y en menor proporcion a partir de
grano de maiz. En diciembre del 2014, el gobierno argentino aumento el corte de
nafta con bioetanol al 10 % y al 12 % en el 2016 cuando la produccion de bioetanol
rozé los 900.000 m?3, de los cuales el 55 % fue de origen maicero y el 45 % azucarero
(MINEM, 2017).

Actualmente existen seis plantas de produccién de bioetanol a partir de maiz,
cuatro en Cordoba (Bio IV, Porta, ACABIO y Promaiz), las dos restantes, se
encuentra ubicadas en Avellaneda provincia de Santa Fe (Vicentin) y en Villa
Mercedes, provincia de San Luis (Diaser). De acuerdo con las medidas de estimulo
al consumo y el desarrollo de inversion de las plantas procesadoras la produccion

de bioetanol mantiene su crecimiento sostenido (Calzada & Ramseyer, 2018).

El proceso industrial de elaboracion de bioetanol consiste en convertir los
almidones y azucares de la materia prima inicial en etanol, a través de los procesos
de sacarificacion y fermentacion. Por lo tanto, en el producto final se reduce
drasticamente el contenido de hidratos de carbono no estructurales y se concentra
proporcionalmente el resto de los elementos nutritivos. De acuerdo con lo propuesto
por De Blas et al. (2007) el proceso consta de cinco fases: 1) seleccion, limpieza y
molienda del grano; 2) licuefaccion y sacarificacion o clivaje del almidén a glucosa;
3) fermentacion de la glucosa para producir etanol; 4) destilacion del etanol mediante
proceso de vaporizacion por calentamiento; y 5) recoleccion de los residuos y
secado con aire caliente hasta un 10-12 % de humedad, para su posterior

comercializacion en forma de granulo (Figura 1.1)



Figura 1.1 Esquema del proceso de produccién de etanol a partir de la molienda

seca de maiz

o-amilasa glucoamilasa
Maiz Licuefaccién Sacarificacion
Etanol Destilacién Fermentacién
levaduras
Centrifuga _
Solubles Granos destilados

Evaporacion
Secador rotatorio

Solubles de Burlanda Seca con Burlanda Himeda
destileria solubles con solubles
condensados
DDGS WDGS

La molienda seca del maiz se utiliza para obtener aceite, polenta y harinas; y
es también la tecnologia de procesamiento comunmente empleada para obtener
bioetanol. Esta molienda utiliza el grano entero, por lo que el proceso demanda

menos inversion inicial de capital que la molienda humeda.

La fermentacion del grano genera dos subproductos basicos: una fraccion
compuesta por grano no fermentado (Granos destilados, GD), y una fraccién liquida
que contiene levaduras, particulas finas de grano y nutrientes en solucion
denominada “solubles”. Ademas, en el proceso se genera anhidrido carbénico que

se puede utilizar en bebidas y para congelar carnes.

Los subproductos de la molienda seca varian en cuanto a denominacion y

calidad de acuerdo con el proceso especifico implementado y la materia prima
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utilizada. En general, luego de la transformacion del grano de maiz se concentran
entre 2,2 y 3 veces el contenido en fibra, proteina, extracto etéreo y cenizas, en

relacion con el grano que le dio origen (Herrera & Jordan , 2010).

De acuerdo con el proceso especifico empleado se pueden generar los

siguientes subproductos (Erickson et al., 2005):

e Burlanda humeda o Granos destilados humedos con solubles (GDHS, WDGS-
Wet Distillers Grains plus Solubles): compuesta por los GDH con el agregado de

los solubles condensados, con un contenido de materia seca entre 31 a 36%.

e Burlanda seca con solubles o Granos destilados secos con solubles (GDSS,
DDGS-Dry Distillers Grains plus Solubles): fraccion formada por la mezcla de los

GDS con los solubles condensados, con 85 a 90 % de materia seca.

e Granos destilados humedos (GDH, o WDG-Wet Distillers Grains): subproducto
con elevado contenido de agua compuesto por particulas de grano destilado no

fermentado.

e Granos destilados secos (GDS, o DDG-Dry Distillers Grains): el mismo residuo
de los GDH sometido a un proceso de secado. El contenido de materia seca se

encuentra en el rango de 85-90 %.

e Solubles de destileria condensados (SDC, o CDS-Condensed Distillers
Solubles): compuesto por la fraccion liquida de la fermentacion condensada,
formando un jarabe de 25-45 % de materia seca y alto contenido de fésforo (1,57
%) y azufre (0.92 %).

Es importante resaltar que las caracteristicas de la burlanda obtenida
dependen de la calidad de la materia prima y de las condiciones del proceso
(Mustafa et al., 2000; Stein & Shurson, 2009). La burlanda humeda (WDGS), es el
subproducto principal en volumen, el mas econémico a nivel de energia del proceso
global, y con mayor valor nutricional. Sin embargo, su incorporacién como alimento
destinado a los animales enfrenta los mayores desafios, debido al rapido deterioro
y la pérdida de calidad que experimenta la burlanda al ser almacenada (Christensen
et al., 2010).



Segun lo propuesto por Nyendu (2011) los mecanismos de deterioro de
burlanda, responden a un complejo sistema de interacciones entre los
microorganismos presentes y las condiciones ambientales. Este proceso no es

independiente de la calidad del grano de cereal que le dio origen.

Las propiedades fisicoquimicas de la WDGS como el contenido de humedad
cercano al 60 % (en base humeda) y la actividad del agua de 1,00 explican su rapido
deterioro por el desarrollo de microorganismos (Gallardo, 2005; Rosentrater &
Lehman, 2008). Con relacion a ello, la determinacion de las propiedades térmicas
(conductividad, resistividad y difusividad), densidad aparente, color, pH, proteina,
fibra, grasa y ceniza, son parametros importantes tanto para el disefio de
instalaciones y equipos de almacenamiento como para estimar el grado de deterioro

o tiempo de almacenamiento (Tjardes & Wright, 2002).

Estudios llevados a cabo han demostrado la corta vida util de la burlanda
hiameda en los establecimientos ganaderos cuando es expuesta al oxigeno
(Christensen et al., 2010; Harding, 2012; Bragachini et al., 2014). Por este motivo
resulta importante encontrar alternativas de control del deterioro que no requieran
una gran inversién economica ni de proceso, para fomentar su uso a nivel regional
como componente de la racion en la alimentacion animal y asegurar en cada eslabon

de la cadena su calidad nutricional e inocuidad.

Las evaluaciones del agregado en burlanda himeda de sustancias quimicas
preventivas del deterioro, han dado resultados promisorios (Kung, 2008; Walker &
Foster, 2008). Sin embargo, no se ha estudiado hasta el momento el efecto en la
calidad de WDGS durante el almacenamiento, al aplicar tratamientos quimicos y
biol6égicos para el control de hongos y bacterias, en condiciones locales de

produccion.



2. HIPOTESIS

tesis:

En relacion a lo expuesto se plantea la siguiente hipétesis en este trabajo de

La aplicacion de productos de control de bacterias y hongos en burlanda

hameda de maiz, mantendra su calidad e inocuidad durante el almacenamiento para

ser destinada a la alimentacién animal.

3. OBJETIVOS:

Objetivo general

Evaluar la calidad durante el almacenamiento de burlanda hiimeda de maiz

con diferentes tratamientos de control de hongos y bacterias para ser destinada a

alimentacion animal.

Objetivos especificos

Valorar la calidad fisica de la burlanda hiumeda de maiz con diferentes
tratamientos como indicadores sencillos de cambios durante el

almacenamiento.

Evaluar la calidad quimica de burlanda himeda de maiz con diferentes

tratamientos a fin de establecer su valor como componente en la dieta animal.

Evaluar la calidad sanitaria de la burlanda himeda de maiz con distintos

tratamientos como indicador de su inocuidad alimentaria.

Identificar las variables de calidad durante el almacenamiento para establecer

la ventana de uso de burlanda como alimento animal.



CAPITULO 2

1. INTRODUCCION

La burlanda, subproducto de la extraccion de etanol a partir de maiz, es un
alimento destinado a la alimentacion animal de elevado aporte nutricional
(Rosentrater & Lehman, 2008; Ahern et al., 2016; Aristizabal Rivera, 2017). Es de
destacar que, en el proceso de transformacién, luego de la separacién del almidon,
los nutrientes que permanecen se concentran hasta tres veces en relacién al grano
de maiz utilizado como materia prima (Stock et al.,, 2000). De esta manera, la
burlanda como alimento animal resulta una fuente econémica de proteinas y energia
(Loy & Strohbehn, 2007; Kinman et al., 2011).

En particular la burlanda himeda representa beneficios sobre la seca, ya que
conserva su Vvalor nutricional al evitar los tratamientos de calor para su
deshidratacién (Kinman et al., 2011). Sin embargo, el subproducto hiumedo tiene la
limitante que se deteriora durante el almacenamiento con la subsecuente pérdida de

calidad.

Estudios realizados han informado que una vez que este subproducto llega a
los establecimientos ganaderos y es almacenado expuesto al oxigeno, su vida util
se acorta. El deterioro puede ocurrir dentro de unos pocos dias en funcién de la
cantidad de exposicién al oxigeno y la temperatura del ambiente (Christensen et al.,
2010). Segun lo informado por Garcia & Kalscheur (2004) en las condiciones de
Dakota del Sur (EEUU), cuando los granos de destileria salen de la planta de
produccion y son trasladados a los campos para ser suministrados a los animales,
su conservacion se limita a 3 0 4 dias en verano y hasta 1 semana en invierno si no
son almacenados al vacio. Por su parte, Harding (2012) sostiene que el deterioro
ocurre entre los 3 a 14 dias cuando la burlanda permanece expuesta al aire en
Nebraska (EEUU).



La actividad enzimatica y el desarrollo de microorganismos se propician en la
superficie de las pilas de burlanda humeda en presencia de oxigeno y temperaturas
calidas (Klopfenstein et al., 2008; Christensen et al., 2010). La burlanda al tener
pequefias particulas (densidad entre 800 y 1.000 kg/m3) sufre escasas
transformaciones en el interior de la masa almacenada, si el material permanece con
la conformacion original sin ocasionarle ningin movimiento y el principal deterioro

se produce en la capa superficial (De Ledn et al., 2015).

Diferentes estudios se han llevado a cabo para evaluar el potencial de
almacenamiento de la burlanda hiumeda sola, en mezcla con diferentes forrajes y
con diferentes sistemas (silo bolsa, bunker y pilas) (Garcia & Kalscheur, 2006;
Erickson et al., 2008; Christensen et al., 2010). Estos autores sostienen que todo
tipo de estructura que disminuya el contacto con el aire disminuye el deterioro de la
burlanda. Debe considerarse el elevado costo que implica almacenarla, en relacion
a la disponibilidad de otros alimentos que puedan remplazarla sin estos
requerimientos y la distancia al trasladarla desde la planta de elaboracion
(Echeverria, 2016).

En relacion a las modificaciones en la burlanda durante el almacenamiento,
Christensen et al. (2010) establecié cambios fisicos en el color y la textura, con
pérdida de materia seca a los 56 dias de almacenada. Los estudios llevados a cabo
por Nyendu (2011), sugieren que la vida util de la burlanda como alimento animal
corresponde al periodo en el cual las pérdidas de materia seca comienzan a ser
significativas. Este criterio comercial no refleja totalmente los cambios
experimentados en el alimento, por lo cual la evaluacion en burlanda de atributos
fisicos de facil determinacion, contribuirian a la estimacion de su calidad durante el
almacenamiento. En relacion a ello, Ramirez-Ramirez et al. (2011) sostienen que las
variaciones de pH serian una variable sensible de respuesta a los procesos de
fermentacion caracteristico del crecimiento microbiano durante al almacenamiento

de la burlanda.

Los controles de calidad fisicos del alimento permiten prever aspectos
importantes sobre la respuesta alimentaria en los animales como: palatabilidad,
consumo, digestibilidad, eficiencia nutricional entre otros (Cromwell et al., 1993).

Mosqueda et al. (2013) informaron acerca de la importancia de establecer



caracteristicas fisicas en burlanda a fin de poder relacionarlas con la calidad, ya que
ésta es muy variable y depende de varios factores. Entre ellos, resultan importantes:
1) la variedad del grano original, las condiciones de manejo y ambientales del cultivo,
2) el proceso tecnoldgico de la planta productora de etanol (tipo de molienda, grado
de extraccion del almiddn, aditivos utilizados en el proceso de fermentacion tanto
para acelerar el proceso como para finalizarlo y la temperatura y las caracteristicas
de la destilacion ejecutada), 3) el tipo de subproducto resultante de la planta (granos
de destileria humedos, o secos, condensados solubles, o0 mezclas de granos de
destileria con condensados solubles), y 4) condiciones de transporte, logistica,

conservacion y almacenaje de los subproductos (Bruni et al., 2014).

En cuanto a la composicion quimica, de la burlanda se caracteriza por su gran
valor nutricional. El almidéon comprende aproximadamente dos tercios del grano de
maiz y se elimina casi por completo durante el proceso de molienda seca al
fermentar el almidén para producir etanol, a la vez que se concentran los nutrientes
remanentes, entre ellos proteina, grasa, fibra y fosforo hasta tres veces en
comparacion con el maiz del que proceden (Stock et al., 2000; Kalscheur et al.,
2008). Se ha descripto que estos aumentos pueden ser variables en las distintas
partidas en una planta elaboradora de etanol, evidenciandose diferencias entre
plantas (Shurson & Noll, 2005). Poder establecer las caracteristicas fisicas y
quimicas de la WDGS contribuye al control de proceso, disefio de equipos e
instalaciones y al manejo, almacenamiento y utilizacion como componente de la
dieta animal (Tjardes & Wright, 2002; Rosentrater & Lehman, 2008).

Respecto a la composicion quimica, estudios realizados en burlanda humeda
(WDGS) por Rosentrater & Lehman (2008) y Kalscheur et al. (2003) informaron en
promedio un contenido de 28.9 % de proteinas, 6.6 % de fibra, 12.4 % de grasay
5.1 % de cenizas. Mientras que en burlanda seca, menor proporcion de cada
componente fueron encontrados por Erickson et al. (2005) y Spiehs et al. (2002). La
WDGS producida en Argentina presenta un contenido de materia seca (MS)
alrededor del 33.8 %, aunque varia entre 42,4 % y 25,2 % y el pH es de 4,1 en
promedio, con valores maximos y minimos de 5y 3,4 respectivamente (Queiroz &
Calveyra , 2014; Brunetti et al., 2015).
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En relacién al tiempo de almacenamiento y la pérdida de la calidad nutricional
de la WDGS, Harding et al., (2012) evaluaron un sistema simulado en bunker
durante 140 dias. A partir de los resultados obtenidos, estos autores concluyeron
que el tiempo de almacenamiento no afecta el contenido de grasa, pero disminuye

la MS, materia organica, FDN y aumenta el pH.

Estudios previos se han realizado en relacién al desempefio de conservantes
bioldgicos y quimicos para disminuir el deterioro de la burlanda himeda. Los aditivos
biol6gicos incluyen; heno de hierba, tallo de maiz, paja de trigo y cascaras de soja.
Estos materiales se mezclan en seco con el fin de reducir la humedad de la
alimentacion humeda durante e almacenamiento (Garcia & Kalscheur, 2006;
Christensen et al., 2010). Por otro lado, se ha demostrado que la mezcla de
alimentos humedos con inoculante conteniendo una mezcla de bacterias
acidolacticas (Lactobacillus plantarum, L. buchneri y L. casei) puede mejorar la
estabilidad aerdbica de los ensilados (Li et al., 2016). Entre los conservantes
quimicos el ingrediente activo principal es el acido propionico (Nyendu, 2011), el mas
usado en el mercado de EE. UU., comercialmente reconocidos como CakeGuard ™
(Alltech® Inc., EE. UU.), ZeniPro® (Kemin Inc., EE. UU.) y Biomin® (Biomin America
Inc., EE. UU.)

Los ensayos con conservantes quimicos han indicado que el deterioro en los
granos de destileria sin tratamiento fue mayor que en los granos destilados tratados
con conservante cuando se almacena al aire libre en cajas abiertas (Walker &
Forster, 2008). En este trabajo de tesis se evalud la actividad preventiva del deterioro
al aplicar Lactobacillus y dos productos quimicos comerciales (Virukill y Salpro 2500)
provistos por FUGRAN Comercial e Industrial S.A. Virukill es empleado para la
desinfeccion de instalaciones, superficies, vehiculos, equipos, utensilios e
instrumentos para el control de granos y Salpro se destina al control de Salmonella

y otras bacterias patdégenas en alimentos para animales y materias primas.

De acuerdo con lo expuesto se propone para este capitulo abordar los

siguientes objetivos:

- Valorar la calidad fisica de la burlanda himeda de maiz con diferentes

tratamientos, como indicadores sencillos de cambios durante el almacenamiento.
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- Evaluar la calidad quimica de burlanda humeda de maiz con diferentes

tratamientos a fin de establecer su valor como componente en la dieta animal.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material

Los ensayos se llevaron a cabo con burlanda hiumeda proveniente de la
empresa Porta Hnos. S.A. provista por la empresa LINCE S.A. Las determinaciones
se realizaron durante el aflo 2016 en el Laboratorio del Centro de Transferencia de
Calidad Agroalimentaria, Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad

Nacional de Cérdoba.

2.2. Muestreo y tratamientos

El material recientemente elaborado y acondicionado en bolsas plésticas,
registrd una temperatura de 65 °C al momento de la recepcion en el laboratorio. La
WDGS se dispuso en contenedores plasticos limpios de 13 dm? de capacidad con

una superficie de exposicién de 9,75 dm?.

Los tratamientos aplicados sobre la burlanda humeda de maiz se describen
en la Tabla 2.1.

Todos los contenedores se mantuvieron durante 21 dias en camara de
incubacion a 25 °C, con fotoperiodo de 12 hs luz. Los muestreos para las
determinaciones de calidad fisica y quimica se llevaron a cabo a los 0, 7 y 14 dias
desde el inicio del ensayo, correspondiéndose al 23, 30 de noviembre y 7 de
diciembre. El almacenamiento se extendi6 hasta los 21 dias para colectar las

muestras destinadas a la determinacion de micotoxinas.

Para conformar cada muestra; se tomaron tres alicuotas de cada tratamiento,
en diferentes sitios del contenedor con sacabocado. Luego de homogenizadas, las

muestras se colocaron en recipientes cerrados para su evaluacion.
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Tabla 2.1 Tratamientos aplicados a burlanda hiumeda de maiz

Denominacién Tratamiento Dosis  Modo de aplicacién
TO: Testigo Testigo sin tratamiento 0 No aplicacién
N,N-Didecil-N,N- Cloruro de o
o o _ 2,45 Pulverizacion en
T1: Virukill 2 % dimetilamonio (Nombre o
_ o ml/m? superficie
comercial: Virukill)
N,N-Didecil-N,N- Cloruro de S
o S ) 6,12 Pulverizacion en
T2: Virukill 5 % dimetilamonio (Nombre o
_ o ml/m? superficie
comercial: Virukill)
o N,N-Didecil-N,N- Cloruro de Pulverizacion en
T3: Virukill 2 % o _ 2,45 o o
L dimetilamonio (Nombre superficie al inicio del
con reaplicacion _ o ml/m? )
comercial: Virukill) ensayo y a los 7 dias
_ Suspensién de Lactobacillus 108 Incorporacion en la
T4: Lactobacillus _ _
casei, L. plantarum y L. buchneri  UFC/g masa de burlanda
Acido férmico+Acido o
. ) ) 76,5 Pulverizacion en
T5: Salpro propionico+Formiato de amonio o
ml/m? superficie

(Nombre comercial: Salpro 2500)

2.3. Calidad fisica de la burlanda himeda de maiz

Color

Para la determinaciéon visual de los posibles cambios en el color de las

muestras de burlanda durante el almacenamiento, se empleo la escala SRM

(Standard Reference Method) (Figura 2.1). La eleccidn de esta escala se baso

en el grado de coincidencia de los colores con los de la masa de burlanda, lo

gue facilité su determinacion.
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Figura 2.1 Escala de color Standard Reference Method (SRM) aplicada a la
evaluacion de burlanda hiumeda.

SRM Beer Color EBC
4

2

3 6
4 8
6 12
8 16

Fuente: Modificada de http://methods.asbcnet.org/toc.aspx

Determinacion de pH

El valor de pH se establecié de acuerdo al método 981.12 (AOAC, 1990). Se
realiz6 la determinacion de pH en una suspension 50 % P/V de burlanda en agua
destilada a 20 °C, con peachimetro HANNA® RS232. Se realizaron 3 repeticiones
por tratamiento en cada muestra correspondiente al tiempo de almacenamiento

evaluado.

Densidad

Se establecio en base al peso de burlanda que corresponde a un volumen de
100 ml (FAO, 1993). Se registro el peso de un vaso de precipitados de 100 ml vacio,
se enraso con burlanda a 100 ml y se volvié a pesar. La densidad se calculd por
diferencia de peso referida al volumen considerado. Se realizaron tres repeticiones

por tratamiento y fecha de muestreo. Los resultados se expresaron en g/mL.

Contenido de Humedad

La determinacion del porcentaje de humedad se realiz6 de acuerdo al Método
930.15 (AOAC, 1990). Se pesaron 100 g de muestra dispuesta en bandejas
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descartables de aluminio, se colocaron en estufa durante 48 hs a 60 °C.
Posteriormente se dejaron enfriar en camaras de desecacion y una vez alcanzada
la temperatura ambiente se volvieron a pesar. Se calcul6é el contenido de agua
teniendo en cuenta la diferencia de peso. Las determinaciones se realizaron por

triplicado. Los resultados se expresaron como porcentaje en base humeda.

2.4. Calidad quimica de la burlanda hiUmeda de maiz

La caracterizacion quimica de la WGDS se llevo a cabo de acuerdo a las

siguientes determinaciones:

Contenido de proteina bruta (PB)

La determinacion de PB se llevo a cabo con espectrofotometro infrarrojo
cercano (NIR) (Rivera Rivera & Maldonado, 2017; Romero, 1997). Las
determinaciones se realizaron por duplicado para cada tratamiento y fecha de

almacenamiento evaluada. Los resultados se expresaron en porcentaje.

Contenido de grasa

El contenido de extracto etéreo de las muestras se establecié por el método
de Soxhlet o Método 7.045 (AOAC, 1986). Las determinaciones se llevaron a cabo
por duplicado para cada tratamiento y periodo de almacenamiento evaluado. Los
resultados se expresaron como porcentaje de grasa en base al peso seco.

Contenido de materia seca

La determinacion del contenido de materia seca (MS) como indicador de

deterioro se realiz6 por gravimetria. Se tomaron muestras de 5 gr y se colocaron en
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estufa a 60 °C durante 48 horas (Bruno et al., 1995). Posteriormente se enfriaron en
camaras de desecacidn hasta temperatura ambiente para ser pesadas. Las
determinaciones se llevaron a cabo por duplicado para cada tratamiento y fecha de

almacenamiento. Los resultados se expresaron en porcentaje.

2.5. Disefio y Analisis estadistico

El disefio experimental fue en bloques completos al azar. Las variables de
calidad fisica y quimica evaluadas en burlanda se sometieron a un analisis ANOVA
(p<0,05) para determinar diferencias estadisticamente significativas entre
tratamientos. Para la comparacion de medias se aplico Tukey (p<0,05). Se utilizo el
software INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2011).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Calidad Fisica

Color

El color como atributo de la calidad fisica de WGDS durante el

almacenamiento se presenta en la Figura 2.2.

Figura 2.2 Color de burlanda humeda con diferentes tratamientos durante el

almacenamiento

oo
T0 T1 T2 13 T4 T5
7 dias
T0 T1 12 T3 T4 T5
14 dias

T0 T1 T2 T3 T4 T5

TO: testigo, T1: Virukill 2%, T2: Virukill 5%, T3: Virukill 2% c/reaplicacion, T4: Lactobacillus, T5:
Salpro
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La cuantificacién de las observaciones visuales llevadas a cabo, de acuerdo

con la escala SRM, se presentan en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Color en valores SRM de burlanda hiumeda con diferentes tratamientos

durante el almacenamiento

Periodo de almacenamiento

Tratamiento

0 dias 7 dias 14 dias
TO: Testigo 6 7 8
T1: Virukill 2% 6 7 8
T2: Virukill 5% 6 7 8
T3: Virukill 2% c/reaplicacion 6 7 8
T4: Lactobacillus 6 6 7
T5: Salpro 6 7 7

De acuerdo al SRM, si bien el valor inicial fue el mismo entre tratamientos, a
medida que transcurrieron los dias de almacenamiento se observo una tendencia a
aumentar. No se detect6 variacion en los tratamientos testigo y Virukill, con
diferentes dosis e inclusive reaplicacion. Mientras que Lactobacillus y Salpro, el

cambio de coloracion se retrasd, con mejor respuesta en el primero.

Conforme a lo sugerido por Gallardo (2005) el color de la WDGS para ser
aceptable deberia ser amarillo suave a naranja ligero y de tonos brillantes. Mientras
gue material marrén heterogéneo, opaco y con focos negros o blancos es rechazado
como alimento animal. Por su parte, Donkin (2008) sostiene que el color amarillo
dorado en burlanda, esta asociado a mas alta digestibilidad y palatabilidad, mientras
que un color marrén indicaria una menor digestibilidad. Los resultados encontrados
en este trabajo de tesis indican que los colores oscuros corresponden a los
tratamientos testigo y Virukill a los 14 dias de almacenamiento. Mientras que la
aplicacion de Lactobacillus conservo coloraciones claras y brillantes en la burlanda,
aun hasta el final del ensayo. Las observaciones en este trabajo en concordancia
con lo informado por otros investigadores, sugiere que el atributo color es un

parametro a tener en cuenta como indicador de calidad de WDGS.
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pH

En la Tabla 2.3 se presentan los datos obtenidos en la determinacién de pH

de las muestras de WDGS durante el almacenamiento con distintos tratamientos.

Tabla 2.3 pH de burlanda humeda durante el periodo de almacenamiento con

distintos tratamientos

_ Periodo de almacenamiento
Tratamiento

0 dias 7 dias 14 dias
TO: Testigo 5,17 +0,00A 4,79 £0,01g 5,09 +0,03 A
T1: Virukill 2% v/v 5,17 +0,01» 4,90 +0,025 4,68 +0,00¢
T2: Virukill 5% viv 5,14 +0,02, 4,73 £0,05g 4,69 +0,008
T3: Virukill 2% v/v c/reaplicacion 5,10 +0,01 5 4,73 +0,07s 4,73 +0,01
T4: Lactobacillus 5,050,014 4,65+0,00c 4,96 0,008
T5: Salpro 4,85 +0,01, 4,880,015 4,57 £0,018

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones. Valores medios seguidos de letras iguales

indican diferencias no significativas entre los periodos de almacenamiento Tukey (p < 0,05).

Los valores de pH en general para todos los tratamientos evaluados
mostraron una tendencia a disminuir a medida que transcurren los dias de
almacenamiento de la burlanda. Estos resultados coinciden a lo que sostienen
Ramirez-Ramirez et al. (2011) quienes informaron una variacion de pH en respuesta
a los procesos de fermentacidén durante el almacenamiento. Es de destacar que los
registros se encuentran dentro de lo normal para burlanda humeda, con valores

alrededor de 5 de acuerdo a lo propuesto por Kurtzman (2006).

Densidad

Los resultados de la determinacion de densidad de la WDGS durante el

almacenamiento con distintos tratamientos se presentan en la Tabla 2.4.
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Tabla 2.4 Densidad de burlanda himeda (g/mL) durante el almacenamiento, con

diferentes tratamientos

_ Periodo de almacenamiento
Tratamiento

0 dias 7 dias 14 dias
TO: Testigo 1,04 £ 0,004, 0,98 £0,000g 0,96 +£0,0308
T1: Virukill 2% v/iv 1,04 £ 0,003, 0,98 +0,001 1,01 +0,035;
T2: Virukill 5% v/v 1,05+0,013, 1,01 +£0,005¢ 1,01 +0,003¢8
T3: Virukill 2% v/v c/reaplicacion 1,05 + 0,003, 0,99 + 0,0045 1,00 + 00,0245
T4: Lactobacillus 1,02 +0,030A 1,00+0,0155 1,00 +0,003 &
T5: Salpro 1,04 £ 0,004, 0,99 +£0,002g 0,99 +£0,0058

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones. Valores medios seguidos de letras iguales

indican diferencias no significativas entre los periodos de almacenamiento Tukey (p < 0,05).

Los valores de densidad de la WDGS durante el almacenamiento mostraron
una disminucién a los 7 dias de iniciado el ensayo para mantenerse sin diferencias
significativas hacia los 14 dias. Este comportamiento se observé en el testigo y en

todos los tratamientos evaluados.

Es de destacar que, los valores promedio observados de densidad en todos
los casos son comparables a los publicado por Rosentrater & Lehman (2008) y

Sarturi (2013) para burlanda himeda de maiz.

Contenido de humedad

El contenido de humedad en burlanda humeda almacenada con diferentes

tratamientos se presenta en la Tabla 2.5.
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almacenamiento con distintos tratamientos.

Tabla 2.5 Porcentaje de humedad de la burlanda himeda durante el

Tratamiento

Periodo de almacenamiento

0 dias 7 dias 14 dias
TO: Testigo 53,74 £0,34 o 53,17 £0,85, 56,84 1,47 A
T1: Virukill 2% viv 55,79 +0,04 o 53,38 +0,68 o 57,66 £2,07
T2: Virukill 5% v/v 56,35+0,02 o 54,51+2,06 56,63 +0,654
T3: Virukill 2% v/v c/reaplicacion 56,39 £0,02, 56,63 +1,06 57,21 0,98 A
T4: Lactobacillus 61,16 +0,25, 62,401,334 63,17 £1,73 A
T5: Salpro 2500 56,96 +0,03a 56,24 +2,22 » 57,19 £0,64 A

Cada valor representa el promedio de 3 repeticiones. Valores medios seguidos de letras iguales

indican diferencias no significativas entre los periodos de almacenamiento. Tukey (p < 0,05).

El contenido de humedad de burlanda himeda sin tratamiento no registro
cambios estadisticamente significativos durante el periodo de almacenamiento

evaluado y en las condiciones ensayadas.

La aplicacion de Virukill en las distintas concentraciones empleadas, asi como
con la reaplicacion del producto no ocasion0 variaciones en el contenido de
humedad. EI mismo comportamiento se observé con la aplicacion de Salpro o el
agregado de Lactobacillus durante el periodo evaluado. Segun los registros, el
contenido de humedad de la muestra con Lactobacillus (T4) presenta un contenido
de humedad del 62,24% en promedio durante el almacenamiento, ya que se utilizd

mayor volumen de agua para su incorporacién respecto a los otros tratamientos.

Los valores de humedad registrados estan dentro del rango establecido para
burlanda humeda y son similares a los presentados por Rosentrater & Lehman
(2008). Es importante tener en cuenta que los elevados valores de humedad
registrados contribuyen al corto periodo de conservacion de la WDGS (Bragachini et
al., 2014).

Es importante resaltar que la informacion disponible en su mayoria, aborda el
analisis de la composicién quimica y el comportamiento de la burlanda seca que es

la de importancia comercial a nivel internacional. No se hallaron publicaciones,
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comparables a nuestro trabajo, de otros investigadores respecto al efecto del
almacenamiento sobre el contenido de humedad de la burlanda himeda. Aunque,
si se conoce que el elevado porcentaje de humedad presente en este subproducto
se relaciona directamente con la corta vida util de la burlanda humeda en los

establecimientos ganaderos cuando es expuesta al oxigeno (Bragachini et al., 2014).

En base a los parametros fisicos medidos en términos de pH, densidad y
humedad no resultarian indicadores sensibles de deterioro en burlanda himeda, ya
que no evidenciaron diferencias en el periodo evaluado. Sin embargo, el color
mediante determinacion visual al emplear una escala sencilla de comparacion
mostro diferencias durante el almacenamiento, caracteristica que deberia ser

considerada como posible indicador de calidad.

3.2. Calidad quimica de la burlanda himeda de maiz

Los resultados en relacion al contenido de proteina, grasa y materia seca de
WDGS con distintos tratamientos durante el almacenamiento se presentan en la
Figura 2.3. Los valores registrados concuerdan con los informados por Arroquy et al.
(2014) y Di Lorenzo (2013) y reflejan el aporte nutricional en la dieta animal
(Kleinschmit et al.,2006; Rosentrater & Lehman, 2008; Ahern et al., 2016; Aristizabal
Rivera, 2017).
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Figura 2.3 Contenido de proteina, grasa y materia seca de burlanda himeda de

los 0 y 14 dias de almacenamiento

s

maliz a

|:| 0 dias
] 14 dias
[] odias

|:| 14 dias

H
= Loudles I_._ Loudieg
H sn H
-SNI0EQOI0ET L
H H SN||IoEqO10ET
K i - deeua AA 9 Z (IHNUIA _.__._ Ldeadra afA o, 7 INdA

FAA GG IIMNALA, FAA GG IIHNALA

H H

I _ -AA SR IIANALA H_ FAA S C DAL
_ +ofisa i +ofinse |

H Isa] — !

(94) SBUlI0l 8p OplUSIUOD) (94 ) eselb ap oplusjuog

D 0 dias

I 14 dias

roidieg

FSN||I9BQ0}0ET

-dealo a3 g NI

R 1= RITE LRI PN

U - TAR L LRI EAN

roblisa |

80,44+

79,141
87,831
56,53

{o4) BD2S BUSIEW

4572

24



En el periodo evaluado no se observaron variaciones de la calidad quimica
medida en térmicos de proteina, grasa y materia seca. A consecuencia de ello, la
calidad como alimento animal de la WDGS permanecio constante hasta los 14 dias
de almacenada, en concordancia con lo propuesto por Di Lorenzo (2013). En
particular, la cantidad de materia seca constante durante el almacenamiento fue
observada por Christensen et al., (2010). Es importante tener en cuenta que la
valoracion nutricional de la burlanda depende no solo de su composicién, sino

también de su variabilidad en el tiempo (Liu et al., 2000; Arroquy et al., 2014).

Algunos estudios sugieren que la burlanda seca presenta ventajas respecto
a la capacidad de almacenamiento y el costo de transporte (Bragachini et al., 2014;
Brunetti et al., 2015). Sin embargo, Arroquy et al. (2014) sostienen que durante el
secado se pueden producir alteraciones de la calidad nutricional por
sobrecalentamiento (reacciones de Maillard), lo que ocasionaria variaciones de color
y digestibilidad (Robinson et al., 2008). Cabe destacar que los cambios de color
detectados en la burlanda hiumeda en el tratamiento testigo y con Virukill a los 14
dias de almacenamiento, no estarian asociados a cambios en la composicion

nutricional de acuerdo a los datos presentados (Figura 2.3).

25



4. CONCLUSIONES

No se identificaron efectos significativos de deterioro, en relacion a sus
propiedades fisicas y quimicas, en burlanda humeda de maiz almacenada en las

condiciones evaluadas.

Entre los parametros fisicos, la densidad no evidencié cambios desde los 7
dias de almacenamiento. Mientras que el pH disminuyd en respuesta a los procesos
fermentativos y siempre dentro de los valores normales. Hacia los 14 dias de
almacenamiento hubo un incremento en la coloracién, sin asociacion a la

transformacion de proteinas.

Respecto a la composicion quimica, no hubo cambios en el contenido de
proteinas, grasas ni materia seca, de lo que se deduce que durante el periodo
evaluado la calidad nutricional (en términos de contenido de grasas, proteina y

materia seca) no se modifico.
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CAPITULO 3

1. INTRODUCCION

La inclusion de burlanda en la dieta destinada a los animales, es una practica
de alta eficiencia respecto al suministro de granos (Nyendu, 2011). En relacion a ello
se han llevado a cabo estudios con resultados promisorios en vacas lecheras
(Anderson et al., 2006; Queiroz & Calveyra , 2014), en la cria y engorde de machos
Holando (Gil & Casagrande, 2016), en la produccion de carne de cerdo (Stein &
Shurson, 2009), y en sistemas de feedlots para produccion de carne bovina (Farlin,
1981; Firkins et al., 1985; Schoonmaker et al., 2010).

La burlanda puede ser suministrada en forma seca y hUmeda, y si bien la seca
tiene menor costo de transporte y es de facil distribucion en los comederos, su
composicion nutricional y digestibilidad puede disminuir por los tratamientos de
sobrecalentamiento durante la elaboracion (Robinson et al., 2008). Mientras que en
la burlanda humeda (WDGS) esto no sucede (Kinman et al., 2011), aunque presenta
limitaciones en su manejo y aprovechamiento como componente de la dieta
destinada a animales debido al elevado contenido de agua (Bragachini et al., 2014).
El proceso de deterioro de la WDGS se desencadena cuando llega al campo y
permanece expuesta al oxigeno (Kalscheur & Garcia, 2005; Christensen et al., 2010;
Harding, 2012; Bragachini et al., 2014; Alvarez et al., 2019).

Las evaluaciones realizadas en las condiciones ambientales de EEUU por
Christensen et al. (2010) y Klopfenstein & Erickson (2010), han reportado que la
actividad enzimatica y el desarrollo de microorganismos se propician en las pilas de
WDGS en presencia de oxigeno y temperaturas calidas. Al respecto Nyendu (2011)
sostiene que los microorganismos presentes en la WDGS vy las condiciones
ambientales a la que se expone explican los mecanismos de deterioro. Ademas, este
proceso no es independiente de la calidad del grano de cereal que le dio origen
(Bragachini et al., 2014; Casini, 2015).
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Las propiedades fisicoquimicas de la WDGS como el contenido de humedad
cercano al 60 % (en base humeda) y la actividad del agua de 1,00 explican su rapido
deterioro por el desarrollo de microorganismos (Gallardo, 2005; Rosentrater &
Lehman, 2008). Las evaluaciones del agregado en burlanda humeda de sustancias
quimicas preventivas del deterioro, han dado resultados promisorios (Kung, 2008;
Walker & Foster, 2008). Sin embargo, no se ha estudiado hasta el momento el efecto
en la calidad de WDGS durante el almacenamiento, al aplicar tratamientos quimicos
y biolégicos para el control de hongos y bacterias, en condiciones locales de

produccion.

El periodo de almacenamiento considerado actualmente como adecuado para
los granos de destileria, se basa en la pérdida de materia seca de acuerdo a una
concepcion econémica. Sin embargo, deberia establecerse el periodo de vida util
durante el cual el alimento resulta inocuo para ser consumido por los animales, sin
repercusiones negativas sobre el ser humano como destinatario final. Estudiar la
dinamica microbioldgica en la WDGS es fundamental para establecer el grado de
deterioro y los efectos deletéreos por micotoxinas en el subproducto de la fabricacion

de etanol destinado a la alimentacién animal.

Entre las consecuencias de la contaminacién con microorganismos, cabe
destacar el riesgo para la salud que representan las micotoxinas en los alimentos
destinados a la produccion animal (Butkeraitis et al., 2008; Zain, 2011). Las
micotoxinas definidas como metabolitos secundarios con potencial para causar
toxicosis se identifican como sustancias de gran estabilidad quimica, resistentes a
altas temperaturas, al almacenamiento prolongado y procesamiento (Soriano del
Castillo, 2007). En la WDGS las micotoxinas estan presentes principalmente debido
a que los granos utilizados como materia prima estan contaminados y durante el
proceso de fermentacion o secado dichas sustancias no se metabolizan (Liu, 2011).
Ademas, es importante tener en cuenta, que la concentracidbn de micotoxinas
presentes en el grano se triplica en los granos de destileria (Vergagni, 2004; Arroquy
et al., 2014).

Entre las micotoxinas potencialmente riesgosas presentes en maiz se
destacan como las mas perjudiciales las aflatoxinas (AF) producidas por los hongos

Aspergillus flavus y A. parasiticus (Soriano del Castillo, 2007; Arroquy et al., 2014).
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La accion genotoxica y tumorigénica de las aflatoxinas radica en la formacion de

enlaces covalentes con la base nitrogenada Guanina del ADN celular.

La aflatoxina B1 (AFB1) es metabolizada a aflatoxina M1 (AFM1) en el animal,
se ha detectado en leche la presencia de AFM1, que no se desnaturaliza en los
procesos de pasteurizacion, e inclusive puede ser transferida desde la leche cruda
a diferentes productos lacteos (Gimeno, 2004; Butkeraitis et al., 2008). De acuerdo
a lo expuesto por algunos autores, hasta el momento no se disponen de estrategias
tecnolégicas que disminuyan la AFM1 en leche, por lo que se recomienda la
prevencion, eliminando directamente la presencia de AFB1 de la dieta de los

animales.

Otro grupo de micotoxinas de riesgo es el de las zearalenonas (ZEA)
producidas por el hongo Fusarium. Comunmente detectada en nuestro pais, en maiz
y en alimentos destinados a animales (Zinedine & Soriano, 2007). La ZEA es
parcialmente metabolizada en el rumen convirtiéndose en a-zearalenol que tiene
una importante actividad estrogénica, que afecta principalmente la reproduccion de
los animales (De Maria et al., 2017).

Se propone como objetivo de este capitulo evaluar la calidad sanitaria de la
burlanda hiimeda de maiz con distintos tratamientos como indicador de su inocuidad

alimentaria.
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2. MATERIALES Y METODOS

Los tratamientos aplicados en burlanda y la toma de muestras se corresponde
a la descripcién presentada en el Capitulo 1l de este trabajo de tesis.

2.1. Incidencia de hongos

Se determind la presencia de hongos potenciales productores de micotoxinas
de acuerdo al método de Mathur & Kongsdal (2003) modificado. Para ello se
colocaron 2,5 g de burlanda de cada tratamiento sobre papel humedecido con agua
destilada estéril, en cajas plasticas cubiertas con bolsas celofan. Se realizaron
duplicados de cada tratamiento y se incubaron en camara a 21 +/- 2 °C con 12 hs

de luz durante 6 dias (Figura 3.1).

Figura 3.1 Condiciones de incubacion en camara para la determinacion de

incidencia fungica

Los hongos presentes se clasificaron macro y microscépicamente mediante
técnicas comunmente usadas en micologia y con la ayuda de claves (Ellis, 1971;
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Mathur & Kongsdal, 2003). Los resultados para cada género fungico se expresaron
en porcentaje, de acuerdo a la siguiente escala: mayor a 75 %, 70-25 % y menor a

25 % de cobertura en la superficie de la caja.

2.2. Recuento de microorganismos Mesoéfilos Aerobios totales

El ensayo se realiz6 inmediatamente de tomada la muestra, de acuerdo a la
técnica de recuento en placa. A partir de 10 g de WDGS de cada tratamiento, de
procedié a preparar una primera diluciéon en solucion fisiolégica (101). Luego del
homogeneizado se realizaron diluciones seriadas de 102, 10* y 10°. De cada
dilucién se tom6 0,1 ml y se evalu6 por duplicado en medio Tripteina Soya Agar
(TSA, Laboratorios Britania S.A.) mediante siembra en superficie. Posteriormente
las placas fueron incubadas en camara durante 6 dias a 29 °C. Los resultados del
valor del recuento en placa se expresaron como UFC de microorganismos aerobios
mesaofilos por gramo de burlanda (ANMAT, 2014).

2.3. Presencia de micotoxinas

Para cada tratamiento se determinaron los niveles de aflatoxinas totales y
zearalenonas presentes en las muestras a los 0 y 21 dias de almacenamiento. Se
utilizé la técnica de Elisa competitivo-directo (AgraQuant® Romer Labs) rango de
cuantificacion para el test de aflatoxinas totales de 2 a 20 ppb y el limite de deteccion
1 ppb; mientras que para zearalenonas el rango de cuantificacion fue de 25 a 1000
ppb y el limite de deteccién 20 ppb. Los resultados se expresaron en ppb.

31



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Incidencia de hongos

La evaluacion de la presencia de hongos en burlanda himeda con distintos

tratamientos durante el almacenamiento se presenta en la Figura 3.2.

En la Figura 3.3. se presenta el detalle de algunas observaciones
macroscopicas y al microscopio Optico realizadas para identificar a los

microorganismos fungicos.
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Figura 3.2 Presencia de hongos en burlanda humeda de maiz almacenada con
diferentes tratamientos

_ Periodo de almacenamiento
Tratamiento

7 dias 14 dias

TO: Testigo

T1: Virukill 2
%

T2: Virukill 5
%

T3: Virukill 2
% con

reaplicacion

T4:
Lactobacillus

T5: Salpro




Figura 3.3 Diferentes hongos presentes en burlanda himeda almacenada

Referencias: a) conidiéforo de Rhizopus (400x); b y c) levaduras (400x); d) conidios de Fusarium, se
indican con flechas (100x); e) observacion macroscépica de colonias de Penicillium - flecha gris -
sobre burlanda humeda; f) observacion macroscépica de Rhizopus - flecha gris - y Aspergillus -flecha

blanca- sobre burlanda himeda.

De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 3.1, los hongos
detectados son aquellos cuyas formas resistentes sobrevivieron al proceso de
elaboracion de etanol (Lehman & Rosentrater, 2007). Los géneros detectados fueron
Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Rhizopus. Los tres primeros han sido
identificados como micotoxicogénicos y de alto riesgo en la conservacion de
alimento (Soriano del Castillo, 2007; Zinedine & Soriano, 2007; Lehman &
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Rosentrater, 2007; Garcia et al., 2008; Arroquy et al., 2014). Mientras que Rhizopus,
si bien no ha sido identificado como tal, contribuye al deterioro de granos y cereales
durante el almacenamiento debido a su actividad enzimatica que degrada las
pectinas componentes de la ldmina media de las células vegetales (Barkai-Golan,

2001) generando un ambiente de descomposicion.

En el tratamiento testigo (TO) en general se observd un aumento en el
crecimiento fungico a medida que transcurre el almacenamiento. Estos resultados
coinciden con lo observado por Alvarez et al. (2019) quienes en burlanda humeda
de maiz conservada a 17 °C durante 20 dias registraron toda la superficie cubierta
de hongos, con presencia de agua libre y olor putrido. Sin embargo, se contradice
con lo propuesto por (Lehman & Rosentrater, 2007), quienes sostienen que bajos
valores de pH como resultado del proceso de elaboraciéon de burlanda, logra

controlar la presencia de hongos.
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Tabla 3.1 Presencia de hongos en burlanda himeda de maiz con distintos

tratamientos durante el almacenamiento

) ) Género fangico
Almacenamiento Tratamiento

A.niger A.flavus Penicillium Fusarium Rhizopus

TO XXX - X - XXX
T1 XXX X X - XXX
. T2 XXX - X - XXX
0 dias
T3 XXX - X - XXX
T4 - - - - -
T5 XX X X - XXX
TO XX - XXX XX XX
T1 XX X X XX XX
i T2 XXX X X XX XXX
7 dias
T3 XXX XX X X XXX
T4 - - - - -
T5 X - X - X
TO XX XX XXX XX XX
T1 XXX XXX XXX X XXX
i T2 XX XXX XXX X XX
14 dias
T3 XX XXX XXX X XX
T4 - - X - -
T5 X - X - X

XXX: >75 % , xx: 50 % , x: <25% de cobertura , -: ausencia

Las aplicaciones de Virukill (T1), con mayor dosis (T2) y reaplicacion (T3) no
lograron controlar a las especies micotoxigénicas A. niger, A. flavus y Penicillium
hacia los 14 dias desde almacenamiento (Tabla 3.1). En el caso particular de
Penicillium alcanza a cubrir mas del 75% de la superficie al final del ensayo con
estos tratamientos. En general estos resultados se contraponen al efecto fungistatico
informado por Orlando et al. (2014) al aplicar este producto amoniacal en granos de
maiz almacenado. Sin embargo, si concuerda con lo observado para Fusarium, cuyo
crecimiento se incrementd hacia los 7 dias, disminuyendo hacia el final del

almacenamiento por debajo de lo observado en el testigo.

La aplicacion de Salpro (T5) durante el almacenamiento hasta los 14 dias,
logré disminuir el crecimiento de A. niger, A. flavus y Rhizopus. No se observo la

presencia de Fusarium ni siquiera al final del ensayo. Este efecto mejorador al utilizar
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mezclas de acido férmico como aditivo, fue informado por Siebald et al. (2003) en
silajes de pradera, sugiriendo su uso para preservar el alimento destinado a la

alimentacion animal.

La incorporacion de Lactobacillus (T4) en burlanda inhibi6 el crecimiento de
A. niger, A. flavus, Fusarium y Rhizophus durante todo el ensayo; solo Penicillium
aparecié en menos del 25 % a los 14 dias de almacenamiento. Este comportamiento
observado se debi6 a que las bacterias acido-lacticas (BAL) son altamente
competitivas, no solo porque acidifican el medio, sino que ademas producen
sustancias antimicrobianas y antimicéticas (Viera Freitas & Cardozo Orellano, 2016).
Asi, las bacteriocinas, proteinas producidas por el grupo microbiano BAL, se
liberarian al medio y estarian actuando como antagonistas del desarrollo fungico en
las muestras evaluadas de burlanda durante el almacenamiento, de acuerdo al papel

funcional de las BAL propuesto por Huertas (2010).

3.2. Recuento de microorganismos mesofilos aerobios totales

Los resultados de las determinaciones de microorganismos mesofilos

aerobios totales se presentan en la Tabla 3.2.

El recuento de microorganismos mesofilos totales aumenta en todos los
tratamientos aplicados a medida que transcurren los dias de almacenamiento. El
tratamiento con Lactobacillus (T4) presentd, durante todo el ensayo, valores
superiores al testigo (TO) y a los tratamientos con Virukill (T1, T2 y T3). Este

resultado era el esperado debido a la naturaleza del tratamiento aplicado.

Al final del ensayo no se detectaron diferencias estadisticamente
significativas, entre los tratamientos con Virukill (T1, T2, T3) y el Testigo; mientras
que T4y T5 se diferencian del resto de los tratamientos presentando menor valor de
UFC/g de mesdfilos aerobios totales. Lo observado resulta indicativo de la carga
microbiana general y orientaivo sobre la seguridad potencial de la burlanda para ser

empleada en alimentacion animal.
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Tabla 3.2 Recuento de mesofilos aerobios totales (UFC/g) en burlanda humeda de
maiz almacenada con diferentes tratamientos

Tratamientos

Almacenamiento

0 dias 7 dias 14 dias
TO Testigo 6,50 E+02 aA 3,01 E+06 bA 1,95 E+07 cA
T1 Virukill 2% 1,50 E+03 aA 3,02 E+06 bA 1,25 E+07 cA
T2 Virukill 5% 1,05 E+03 aA 3,05 E+06 bA 3,30 E+07 cA
T3 Virukil 2% 7,50 E+02 aA 3,02 E+06 bA 3,68 E+07 cA
reaplicacion
T4 Lactobacillus 3,00 E+06 aB 4,14 E+06 bB 7,95 E+06 cB
T5 Salpro 7,50 E+02 aA 3,01 E+06 bA 6,85 E+06 cB

Letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas entre dias de almacenamiento;

letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos dentro de cada

periodo de almacenamiento evaluado (p<0,05)

La presencia de hongos, bacterias y levaduras en WDGS durante el

almacenamiento, se presenta en la Figura 3.4.

Los valores registrados de microorganismos mesofilos totales, a los 7 dias de

almacenamiento en todos los tratamientos, superan los recomendados para la
comercializacion de burlanda humeda (Codex, 1995; FEDNA, 2012). Si bien

recuentos elevados de microorganismos mesofilos totales no son deseables, ya que

indican posible contaminacion de la materia prima o deficiente manipulacién durante

el proceso de elaboracién, no estan relacionados de manera segura con la presencia

de patdgenos o sus toxinas en el alimento (ANMAT, 2014). Por lo expuesto se debe

complementar esta informacidn con otros ensayos que permitan establecer calidad

de burlanda.
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Figura 3.4 Hongos, bacterias y levaduras mesdfilos presentes en burlanda humeda

almacenada con distintos tratamientos.

Hongos
7,E+05
6,E+05
5,E+05 —T0
—T1
D 4,E+05
Q —T2
LL
S 3,E+05 —T3
2,E+05 —T4
T5
1,E+05
0,E+00
0 dias 7 dias 14 dias
Bacterias
4,E+07
4,E+07 0
3,E+07 —_T1
o 3,E+07 2
% 2,E+07 3
2,E+07 T4
1,E+07 T5
5,E+06 _
0,E+00 e
0 dias 7 dias 14 dias
Levaduras
5,E+05
—T70
4,E+05
—T1
D 3 E+05 —T2
e T3
-]
2,E+05 T4
1,E+05 TS5
0,E+00 — e ——

0 dias 7 dias 14 dias

Referencias: TO: Testigo; T1: Virukill 2%; T2: Virukill 5%; T3: Virukill 2% reaplicacion;
T4: Lactobacillus; T5: Salpro
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3.3. Presencia de micotoxinas

Los resultados del ensayo de micotoxinas en WDGS almacenada con
distintos tratamientos se presenta en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3 Aflatoxinas y zearalenonas en burlanda himeda de maiz almacenada

con diferentes tratamientos

Almacenamiento

. 0 dias 21 dias
Tratamientos
Aflatoxinas Zearalenonas Aflatoxinas Zearalenonas
ppb/g ppb/g ppb/g ppb/g
TO Testigo 4,2 >1000 53 >1000
T1 Virukill 2% 4 >1000 51 >1000
T2 Virukill 5% 4,3 >1000 13,7 >1000
T3 Virukill 2%
o 4 >1000 No detectable >1000
reaplicacion
T4 Lactobacillus 4,1 >1000 7,3 >1000
T5 Salpro 4 >1000 No detectable >1000

En todos los tratamientos se detecto presencia de aflatoxinas y zearalenonas
al inicio del ensayo. A los 21 dias de almacenamiento los valores de aflatoxinas en
algunos tratamientos se incrementaron, aunque siempre por debajo del valor
maximo de referencia para burlanda (FEDNA, 2012; FAO, 2014). Mientras que la
concentracion de zearalenonas, excedié el valor maximo de referencia de aptitud

para consumo como alimento animal establecido en 100 ppb.

Teniendo en cuenta que el género Fusarium no fue predominante en las
muestras evaluadas, la contaminacién con zearalenona estaria ya presente en el
grano de maiz que ingreso6 a la planta. La presencia de micotoxinas en burlanda
recientemente elaborada, estuvo vinculada al hecho de haber ingresado con la
materia prima, ya que no se destruyen durante el proceso de elaboracion de etanol
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aun con las altas temperaturas empleadas y se concentran respecto al grano que le
dio origen (Garcia et al., 2008; Liu, 2011).

A los 21 dias de almacenamiento, todos los tratamientos aplicados mostraron
un nivel de contaminacion bajo con aflatoxinas, por debajo del limite (20 ppb). Los
niveles de zearalenonas superaron las 1000 ppb en todos los casos, valores altos
respecto a lo que sostienen Garcia et al. (2008), quienes informaron que en WDGS

los valores rondan los 370 ppb/g en las condiciones de EEUU.

Los productos amoniacales incluidos con Virukill (T1, T2) no lograron
disminuir la formacién de aflatoxinas, de acuerdo a lo observado por Orlando et al.
(2014) en granos de maiz almacenado con dosis similares a las ensayadas. Sin
embargo, al reaplicar el producto al 2% (T3) los valores registrados indicaron niveles
no detectables. Similar comportamiento se observé en las muestras tratadas con
Salpro (T5). Estos resultados no son concluyentes por lo que deberian realizar

mayor cantidad de determinaciones al respecto.
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4. CONCLUSIONES

En condiciones locales se produce WDGS con hongos micotoxicogénicos,
cuya presencia y actividad no disminuyé durante el proceso de elaboracion de

etanol.

Durante el almacenamiento la aplicacidon de Lactobacillus y Salpro, no
permitieron el crecimiento de hongos, disminuyeron la presencia de
microorganismos mesofilos totales indicadores de posible deterioro y mantuvieron

dentro de los valores aceptados para su consumo.

De lo expuesto se deduce que la vida util de la WDGS puede extenderse
hasta los 14 dias, al aplicar de manera sencilla estos productos, los cuales
generan condiciones que regulan la dinAmica de los microorganismos presentes

como indicadores de inocuidad alimentaria.
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CAPITULO 4

CONSIDERACIONES FINALES

La burlanda humeda (WDGS), es el subproducto de la transformaciéon de
granos de maiz mas importante en cuanto a volumen, el mas econémico a nivel de
energia del proceso global y con mayor valor nutricional. Sin embargo, su
incorporacion como alimento destinado a los animales enfrenta los mayores
desafios, debido al rapido deterioro y la pérdida de calidad que experimenta la
burlanda al ser almacenada (Christensen et al., 2010). La corta vida util de la
burlanda en los establecimientos ganaderos, el riesgo de contaminacién y los
efectos negativos sobre la salud animal y humana, conducen indefectiblemente a la
necesidad de medir su calidad e identificar posibles tratamientos que contribuyan a

su inocuidad.

Segun lo propuesto por Nyendu (2011) los mecanismos de deterioro de
burlanda, responden a un complejo sistema de interacciones de los
microorganismos presentes y las condiciones ambientales. En base a los resultados
de este trabajo de tesis, se puede afirmar que este proceso no es independiente de

la calidad del grano de maiz que le dio origen.

Se presentan de manera integrada en este capitulo los resultados y
conclusiones propuestas en apartados anteriores de este trabajo con la finalidad de
poder dar respuesta al objetivo de identificar las variables de calidad durante el
almacenamiento como herramientas para estimar la ventana de uso de burlanda

como alimento animal (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Flujograma integrador de la determinacion de variables de calidad en
burlanda himeda de maiz

Industrializacion ————— Molienda seca m

- Desarrollo econémico regional
- Produccién animal
- Alimento animal seguro

Caracterizacién durante el almacenamiento

e

Indicador Indicador Indicador

fisico sanidad inocuidad

- Palatabilidad /aceptacion por el animal - Prevencién/cuantificacion del - Aceptacion comercial del

- Prevencion/cuantificacién del deterioro deterioro producto.

- Manejo adecuado a campo - Calidad para alimentacion - Calidad para alimentacién
animal (Normativas) animal (Normativas)

e
Ay
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Entre las variables fisicas se sugiere que las determinaciones de color y pH
resultarian mediciones sencillas, en estrecha relacion con posibles alteraciones de

burlanda himeda de maiz almacenada en condiciones de exposicion al oxigeno.

Durante los 14 dias de almacenamiento con distintos tratamientos, no se
registraron modificaciones en cuanto a su composicién nutricional en lo relativo a su
contenido de proteinas, grasas y materia seca. Mientras que la determinaciéon de
incidencia fungica, permitié evaluar la evolucion de hongos micotoxicogénicos de

riesgo potencial.

La presencia de micotoxinas al inicio del ensayo sugiere la necesidad de
evaluarlas como criterio de aceptacion comercial previo al ingreso al establecimiento

ganadero.

Es importante destacar que el nivel de contaminacion con hongos, pudo ser
controlado durante el almacenamiento al aplicar Lactobacillus y Salpro. Estos
productos disminuyeron ademas la presencia de microorganismos mesdfilos totales
y mantuvo baja la concentracién de micotoxinas, asociado a un color amarillo claro

brillante hasta el final del ensayo.

La implementacion del registro en burlanda almacenada en el campo, de
variables de calidad (color, pH, screening de incidencia fungica) no requiere de una
gran inversion econodmica ni de proceso y de esta manera se podra fomentar el uso
de WDGS a nivel regional como componente de la racion destinada a la alimentacion

animal y asegurar en cada eslabon de la cadena su calidad nutricional e inocuidad.
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