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Resumen

La produccion y consumo de brocoli aumenta rapidamente, generandose residuos durante y
después de la cosecha y la manufactura, residuos que en su proceso de eliminacién generan
contaminacién ambiental por fermentacion aerébica generando gases contaminantes. Después
de la seleccion y antes de la comercializacion del brécoli, se desechan las piezas que no cuentan
con los niveles y estandares de mercadeos adecuados, desechos que podrian ser utilizados en
la incorporacion de dietas para animales de interés pecuario. Por lo tanto, el objetivo de este
trabaj6é fue evaluar el efecto de la inclusion de varias dosis de una enzima proteasa exégena
como tratamiento de conservacion del brocoli. Los contenidos de materia seca, proteina bruta,
fibra bruta y extractos libres de nitrdgeno del brocoli fresco fueron mayores (P < 0,05) que el
brécoli conservado solo y con inclusién de una proteasa. Los contenidos de la pared celular del
brécoli en planta entera antes de la conservacion a 45 dias fueron mayores que las muestras
conservadas con y sin inclusion de una proteasa. Los nutrientes digestibles totales y los valores
energéticos del brocoli conservado mostro diferencias (P <0,001) en la planta entera de brocoli
como en las muestras ensiladas. Por otro lado, la calidad del ensilado no fue afectada por la
inclusion de la proteasa, no obstante, su valoracién no lleg6 a los parametros de alta calidad,
este resultado se da por el bajo contenido de materia seca en el proceso de conservacion. Por
lo tanto, se concluye que la inclusion de una enzima proteasa exégena puede ser un aditivo apto

para la preservacion de brocoli hasta los 45 dias de almacenamiento.
Palabras clave del autor: ensilado de brécoli, subproductos agroindustriales, enzimas

proteasas
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Abstract

The production and consumption of broccoli increases rapidly, generating waste during and after
production and manufacturing, waste that in its elimination process generates environmental
pollution through aerobic fermentation, generating polluting gases. After selection and before
marketing the broccoli, the pieces that do not have the appropriate marketing levels and standards
are discarded, waste that could be used in the incorporation of diets for animals of livestock
interest. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effect of including various doses
of an exogenous protease enzyme as a conservation treatment of broccoli. The contents of dry
matter, crude protein, crude fiber and nitrogen-free extracts of fresh broccoli were higher (P <
0.05) than broccoli preserved alone and with the inclusion of a protease. The cell wall contents of
whole plant broccoli before 45-day preservation were higher than samples preserved with and
without inclusion of a protease. Total digestible nutrients and energy values of preserved broccoli
showed differences (P < 0.001) in the whole broccoli plant and in the ensiled samples. On the
other hand, the quality of the silage was not affected by the inclusion of the protease, however,
its assessment did not reach the high-quality parameters, this result is due to the low dry matter
content in the conservation process. Therefore, it is concluded that the inclusion of an exogenous
protease enzyme can be a suitable additive for the preservation of broccoli up to 45 days of

storage.

Author Keywords: broccoli silage, agro-industrial by-products, protease enzymes
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1. Introduccion

El brécoli (Brassica oleracea var. italica) es una verdura de la familia de las cruciferas al igual
gue el repollo, coliflor y nabo. Su contenido nutricional en proteinas, fibra neutro detergente, fibra
acido detergente y grasas es de 20, 22, 13y 5 %, respectivamente (De Evan et al., 2020), se le
considera una materia prima ideal para la incorporacion en la alimentacién de los animales de
interés pecuario, sobre todo en la incorporacion de la alimentacion de ganado bovino y ovino
(Haro et al., 2019). En el Ecuador, la produccién de brdcoli se ha incrementado de 1,7 mil Tm
durante el afilo 2016 a mas de 4,0 mil Tm para el 2024, demostrando ser una verdura de facil
cultivo y répido desarrollo, alrededor de las 14 semanas hasta su cosecha (Gutiérrez y Villacis,
2023).

Ecuador es un gran productor de esta verdura, por ejemplo, en la provincia de Cotopaxi,
Pichincha y Chimborazo se implantan los cultivos, nominando a estas provincias como las de
mayor produccién, entre el 60 y 70% de produccion generada en el pais, asi mismo, las
provincias de Tungurahua, Imbabura, Azuay, Cafiar y Loja los acompafnan con un 40% de la
produccion total(Duque y Murillo, 2021) , (INEC, 2021), (Gutiérrez y Villacis, 2023).

Se entiende que esta produccién genera una gran cantidad de residuos después de la seleccion
antes de la comercializacion del brécoli, en estos procesos de manufactura se desechan las
piezas que no cuentan con los estandares de comercializacién adecuados y sus fracciones como
el tallo, hojas y la inflorescencia, generando alrededor de 998 Tm de residuos (Gutiérrez y
Villacis, 2023), Por lo que, estos despojos, al descomponerse mediante procesos naturales,
generan un impacto ambiental significativo. Durante la fermentacion aerébica, se producen gases
contaminantes como CO; y CH4, que son importantes contribuyentes al calentamiento global
(Rodriguez et al., 2019; Haro et al., 2020). Estos gases no solo afectan el cambio climético, sino
gue también pueden tener repercusiones negativas en la calidad del aire y en los ecosistemas
circundantes. Por lo tanto, es crucial implementar estrategias efectivas para la gestion y
tratamiento de estos desechos, con el fin de mitigar su impacto ambiental y promover practicas

mas sostenibles.

Estudios actuales (De Evan et al., 2020, Drabinska et al., 2022) muestran que la utilizacion del
brécoli en la alimentacion de animales de interés pecuario, sobre todo en la alimentacion de los
rumiantes, incorporando esta verdura hasta un 30% en remplazo de cereales de alto costo como
el maiz, a mas de contribuir a la reduccion del impacto ambiental por la generacion de residuos

durante su manufactura. En la actualidad, la alta generacién de residuos de brocoli y su baja

Fatima Berenisse Aguilar Villa — Diana Mercedes Mera Quito
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digestibilidad en animales rumiantes, hace que se tomen alternativas de preservacion de la
verdura y tratamiento de la fibra, respectivamente (De Evan et al., 2020). Entre las alternativas,
ensilar ha demostrado ser una técnica adecuada para preservar y obtener una mejor

digestibilidad de la fibra en el brocoli (Der Bedrosian y Kung, 2019, De Evan et al., 2020).

Al mismo tiempo, la inclusion de enzimas como aditivos podria mejorar o mantener la
composicion guimica de los ensilados. Por ejemplo, las proteasas exdgenas aceleran los
procesos de fermentacion al aumentar la degradabilidad del almidén en el ensilaje de brdcoli
durante periodos cortos de fermentacion. Esto facilita la liberacién de carbohidratos solubles, que
actian como principios de activacion fermentativa, optimizando la calidad del ensilado y
potencialmente mejorando su valor nutricional para los animales. Esta mejora en la fermentacion
puede resultar en un ensilaje mas digestible y con una mayor eficiencia en la conversién de
nutrientes, lo que contribuye a una alimentacion mas efectiva y sostenible (Der Bedrosian y Kung,
2019). Por lo tanto, aplicar enzimas proteasas exodgenas en la elaboracion de ensilados de brécoli

podrian mejorar los parametros de fermentacion y conservacién del brécoli.

Fatima Berenisse Aguilar Villa — Diana Mercedes Mera Quito
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2. Objetivos
2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la inclusién de varias dosis de una enzima proteasa exégena como

tratamiento de conservacion del brécoli.
2.2. Objetivos especificos

. Valorar el efecto de la aplicacion de diferentes dosis de una enzima proteasa exdgena

sobre las caracteristicas fisicas y fermentativas del ensilado de brocoli.

o Analizar la composicion quimica del ensilado de brécoli después de 45 dias de
conservacion.
3. Hipotesis

La inclusién de una enzima proteasa exdgena como aditivo en la conservacion de brécoli podria
mejorar 0 mantener la composicidon quimica de los ensilados al acelerar los procesos de
fermentacion. Este aditivo favorece un aumento en la degradabilidad del almidon durante el
ensilaje del brécoli, lo que a su vez libera carbohidratos solubles que actiian como principios de
activacion fermentativa. Como resultado, el proceso de fermentacion se optimiza, lo que puede
llevar a un ensilaje de mayor calidad, con una mejor digestibilidad y valor nutritivo para los

animales.
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4, Revisién bibliografica
4.1. Antecedentes y cultivos de brdocoli en Ecuador.

La Brassica oleracea var. Italica, conocida como brdcoli es un cultivo importante en el Ecuador,
con una creciente demanda en el mercado nacional e internacional, aunque no es originaria de
Ecuador, se ha adaptado bien a las condiciones climaticas y topograficas, permitiendo su
produccién exitosa en varias regiones del pais (Le Gall, 2009). El cultivo de brocoli en el Ecuador
comienza en el siglo XX, la introduccién de la verdura como alternativa rentable para los
agricultores, se centraba en la sierra ecuatoriana especialmente en las provincias de Cotopaxi,
Imbabura y Chimborazo, en donde las condiciones climaticas templadas eran favorables para la

practica agricola del brocoli (Burbano, 2023).

El brécoli es cultivado para el mercado nacional y la exportacion a paises como Estados Unidos,
Espafia, Alemania, Peru, Brasil y Chile, el cultivo se lleva a cabo en pequefias y medianas
explotaciones agricolas, asi como en algunas grandes empresas agroindustriales (Ganaderia,
2022). Las variedades de brécoli son especies adaptadas a condiciones locales con ciclo de
produccién que varian segun la altitud y clima de cada regién; la verdura se siembra
principalmente en los meses de abril a septiembre, pero puede variar dependiendo la

disponibilidad de agua y condiciones climaticas (Le Gall, 2009).

La produccion de brdcoli se ha incrementado de 1700 TM en el 2016 a mas de 4000 Tm para el
2022 en todo el territorio ecuatoriano. Se demuestra que es una verdura de facil cultivo, rapido
desarrollo (alrededor de 12 y 14 semanas hasta su cosecha) y facil comercializacién (Gutiérrez
y Villacis, 2023). La produccion se extiende en las provincias de Cotopaxi, Pichincha y
Chimborazo se implantan los cultivos, nombrando a estas provincias como las de mayor
produccion, entre el 60 y 70% de produccion generada en el pais segun (Vélez y Alava, 2021),
ademas, las provincias de Tungurahua, Imbabura, Azuay, Cafar y Loja les siguen con un 40%

de la produccioén total.
4.2. Uso, transformacién y residuos agricolas.

Los residuos agricolas generados después de la manufactura (Figura 1), suelen ser de cuatro
tipos: residuos de cosecha (cascarilla de arroz, paja de trigo, bagazo de cafia de azucar),
residuos animales (excrementos, animales muertos), residuos de procesamiento (material de
embalaje, latas de fertilizante) y residuos peligrosos (pesticidas, insecticidas) (Seadi & Holm,
2004).

Fatima Berenisse Aguilar Villa — Diana Mercedes Mera Quito
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Residuos agricolas y
agroindustriales

Residuos de procesamiento

Figura 1. Los residuos agricolas generados después de la manufactura

El uso de los residuos agricolas, es una practica importante sobre las soluciones sostenibles
para la gestién de desechos/residuos y la optimizacién de recursos; estos residuos que incluyen
subproductos y materiales no aprovechados directamente en la produccién primaria y que
pueden ser Utiles y beneficios en diferentes areas de utilizacion de estos productos. La inclusion
en la nutricién animal es una de la opciones, ya que algunos residuos se pueden incorporar a la
dieta de animales rumiantes y monogastricos (Haro, 2016, De Evan et al., 2020), aportando
nutrientes esenciales como productos fermentados a partir de desechos organicos con la
inclusion de microorganismos como sustratos y fermentadores, mejorando la digestibilidad,
disponibilidad de nutrientes y disminuyendo los factores anti nutricionales, haciéndolos una
fuente econdémica y sostenible de alimento (Afshar y Naser , 2008, De Evan et al., 2020).

Otra forma de aprovechar los desechos es la produccion de biocombustibles a partir de bagazo
de cafia, residuos de maiz y cascaras de arroz pueden ser fermentados para producir bio etanol
y la digestién anaerobia de residuos organicos generar biogas, siendo estos biocombustibles una
fuente de energia renovable (Trejo et al., 2019). De igual forma, el compostaje manipulando los
residuos organicos vegetales o animales para producir fertilizantes organicos son otras
alternativas de utilizacion de residuos agricolas, éstos al ser compostados se transforman en
humus rico en nutrientes, que mejora la estructura y capacidad de retencién de agua en el suelo,
asi como también mejora la fertilidad y promueve una agricultura sostenible; reincorporando

materiales de desecho al ciclo productivo (Fernandez et al., 2022).

Los residuos agricolas pueden ser fuente valiosa de extractos y compuesto bioactivos como

antioxidantes, pigmentos y enzimas que pueden ser utilizados en la industria alimentaria,
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farmacéutica y cosmética; como cascaras de frutos citricos por su contenido de flavonoides y
aceites esenciales que pueden ser extraidos y utilizados como ingredientes en productos de alto

valor afiadido (Bonilla et al., 2023).
4.3. Caracteristicas de los subproductos agricolas y agroindustriales.

Los subproductos agricolas, derivados de la cosecha y procesamiento presentan diversas
caracteristicas fisicas que influyen en el manejo, almacenamiento y utilizacion, también, la
densidad y el volumen determinan el espacio necesario para almacenamiento y muy importante
el transporte. La humedad, caracteristica importante de los subproductos con alto contenido de
agua como pieles de frutas y hojas de vegetales requieren un manejo adecuado para evitar la
descomposicién y facilitar su transformacién en compost o biogas, la textura y tamafo de
particula también varian significativamente, desde particulas finas en salvados de cereales hasta
fragmentos mas grandes en residuos de cosecha, lo que afecta su procesabilidad y uso en

diferentes aplicaciones industriales y agricolas ( Zakarya et al., 2018).

Otra caracteristica, desde la mira pecuaria, los subproductos contienen alto contenido de fibra
dietética (sobre el 20% de fibra bruta) que puede ser insoluble como la celulosay lignina o soluble
como las pectinas (Haro et al., 2020); la fibra insoluble es abundante en residuos como el bagazo
de cafay la paja de cereales utilizada para producir papel, biocombustibles o0 como sustrato para
digestiébn anaerobia; por otra parte, la fibra soluble presente en cascara de frutas, pulpa de
vegetales tiene aplicaciones en la industria alimentaria por sus beneficios para la salud digestiva
y control de glucosa; adicionalmente estos productos contienes carbohidratos complejos y
simples como el almidén y azlcar importantes en la produccién de biogas, etanol (Bala et al.,
2023).

Algunos subproductos agricolas, como pulpas de citricos, cacao y las variedades de banano,
contienen proteinas (entre 8 y 27% de proteina bruta), que los hacen valiosos para la
alimentacioén animal y humana, la harina de soya y el salvado de trigo contienen altos niveles de
aminodacidos esenciales que se utilizan en la formulacién de piensos y alimentos enriquecidos
(Haro et al., 2020). Ademas de las proteinas algunos subproductos como los residuos de la
produccion de aceites vegetales son ricos en lipidos que incluyen acidos grasos esenciales como
los omegas 3 y 6 utilizados en la industria alimentaria y cosmética (Prandi et al., 2019). Las
vitaminas, minerales y compuestos bioactivos; como la vitamina A, C y el complejo B junto con
minerales como el calcio, magnesio y zinc estan presentes en cascaras y pulpas de frutas y

verduras, los cuales al ser extraidos se pueden utilizar en suplementos dietéticos y alimentos;
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asi como compuestos bioactivos en industria farmacéutica y cosmética (Enenebeaku et al.,
2018).

4.4, Ensilaje.

El ensilaje es un método usado para la conservacion de forrajes y otros materiales vegetales que
a posterior seran usados como alimento para el ganado bovino durante periodos de escasez de
alimento fibroso (Finch et al., 2002). El proceso de elaboracion de ensilaje comienza con la
cosecha de la planta o material vegetal en su punto éptimo de madurez y calidad nutricional para
garantizar un contenido de humedad (no mayor al 50%) adecuado y su éptima fermentacion
(Muck et al., 2020).

Tras la cosecha, el material se pica en trozos mas pequefos a un tamafio de particula especifico
dependiendo de la materia prima (1,5 y 3,5 cm de tamafio de particula Figura 2) para facilitar la
compactacion y la eliminacion del oxigeno en el proceso de ensilaje. La trituracion aumenta la
superficie de contacto entre el material y las bacterias lacticas que participan en la fermentacion.
Consecuentemente, el material es ensilado en silos (Figura 4, tipos de silo de la conservacion de
alimentos fibrosos) donde se compacta firmemente para expulsar el aire y crear un ambiente

anaerobio que promueva la fermentacién (FAO, 2020; Du et al., 2023).

Consecutivamente, se inocula un aditivo que puede contener cepas especificas de bacterias
seleccionadas para acelerar y optimizar la fermentacion. Estas bacterias producen &cido lactico,
lo que reduce el pH del ensilaje y ayuda a inhibir la proliferacion de microorganismos no
deseados. Ademas, se pueden agregar otros aditivos, como melaza o acido propidnico, para

mejorar la calidad del ensilaje y prevenir la aparicion de mohos y levaduras (Muck et al., 2018).

Figura 2 Picado del material a un tamafio de particula (entre 1,5y 3,5 cm, barra roja y barra
negra, respectivamente, IDEAGRO, 2024).
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Después de esto, el silo se sella herméticamente para evitar la entrada de aire y prevenir la
contaminacion. Durante las primeras semanas de almacenamiento, ocurre la fermentacion
lactica, que reduce el pH del ensilaje y ayuda a conservar su calidad nutricional. Una vez
completado el periodo de fermentacion, el ensilaje estara listo para alimentar al ganado,

proporcionando una fuente de nutrientes de alta calidad durante todo el afio (Farina et al., 2021).
4.5, Tipos de silos.

Existe una variedad de silos, cada uno con caracteristicas y funcionalidades especificas
disefiadas para satisfacer diferentes necesidades de almacenamiento entre ellos el
almacenamiento y conservacion de alimentos de clasificacion fibrosa para la alimentacion de
animales bovinos (Du et al., 2023). Los silos mas comunes se clasifican segun su forma, material

de construccion y uso principal (Figura 4).
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c d

Figura 3 Tipos de silo, a) Subterraneo, b) tipo torre, ¢) bolsa y d) bunker (American Water
Chemicals, 2024).
El silo de torre o verticales considerado el mas tradicional y reconocible. Se caracterizan por ser
estructuras altas y estrechas que se elevan verticalmente desde el suelo. Estan fabricados con
materiales como concreto, acero o incluso madera y se utlizan cominmente para el

almacenamiento de granos, semillas y alimentos secos (Acura, 2023).

Los silos de bolsas consisten en grandes bolsas de plastico reforzado las cuales se llenan con
granos, forrajes o ensilajes, se compactan y se sellan. Los silos de bolsa son econémicos, faciles
de usar adecuados para pequefias y medianas explotaciones agricolas. Una de sus principales
ventajas es la hermeticidad: las bolsas son altamente impermeables al aire, lo que inhibe la
actividad de microorganismos aerobios, previene la oxidacion de nutrientes y reduce la

degradacién proteica. Como resultado, la conservacion de nutrientes es superior en comparacion
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con otros métodos, y las pérdidas por lixiviacién son significativamente menores (Bartosik, et al.,
2023).

Los silos tipo bunker son estructuras de almacenamiento de forma rectangular o trapezoidal que
se construyen sobre el suelo. Se utilizan cominmente para ensilaje de forrajes y otros productos
agricolas. Son particularmente para la conservacion de grandes cantidades de alimento y
permiten un acceso facil para la extraccion del material almacenado, una caracteristica principal
en este tipo de silos es la caracteristica del forraje importante para la conservacion del material,
una adecuada compactacion minimiza la presencia de aire la cual se realiza con maquinaria
pesada (Horrocks & Vallentine, 1999).

Los silos subterraneos son menos comunes, pero ofrecen una opcion de almacenamiento que
aprovecha el espacio debajo del suelo. Estos silos proporcionan condiciones de almacenamiento
frescas y constantes ideales para ciertos productos alimenticios y materiales sensibles a la

temperatura y la humedad (Parray & Mazza, 2009).
4.6. Uso de subproductos agricolas como materia primaen la elaboraciéon de ensilados.

El uso actual de subproductos agricolas como materia prima en la elaboracién de ensilados es
una practica comun en la industria alimentaria y agricola. Estos subproductos que pueden incluir
residuos de cultivos, subproductos de la industria lactea, pulpas de frutas, entre otros pueden ser
una excelente fuente de nutrientes y energia para el ganado cuando se ensilan adecuadamente
(Dentinho, 2023).

La composicion quimica de los subproductos agroindustriales suele ser ricos en nutrientes, como
proteinas, carbohidratos y minerales lo que los hace ideales para su uso como alimento para el
ganado y al ensilar estos productos se puede conservar su composicion quimica y hacerlos mas
disponibles para los animales durante todo el afio incluso fuera de la temporada del cultivo
(Yafetto et al., 2023). El uso de subproductos agroindustriales en la elaboracion de silos ayuda a
reducir los desperdicios y promueve la sostenibilidad en la cadena alimentaria en lugar de
desecharlos, se les da un nuevo propdsito como alimento para ganado lo que contribuye a una
gestién mas eficiente de los recursos y a la reduccién de la contaminacién ambiental (De Evan
et al., 2020, Dentinho, 2023).

Por lo tanto, los efectos en la calidad del ensilaje cuando se incorporan los subproductos pueden
alterar la calidad del material ensilado final, algunos de ellos pueden tener caracteristicas
especificas que afectan a la fermentacion y la estabilidad del ensilaje por lo que es importante

evaluar su composicion y manejo durante el proceso de ensilaje (Hongliang et al., 2022).
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Asi mismo, definiendo los aspectos econémicos en la fabricacion e inclusién de subproductos
agroindustriales en la elaboracion de silos puede tener implicaciones econémicas significativas,
en muchos casos esto pueden ser una alternativa mas economica que los alimentos
convencionales, lo que puede ayudar a reducir los costos de alimentacién y mejorar la

rentabilidad de la produccion ganadera (D'Alessandro et al., 2023).
4.7. Enzimas proteoliticas en la conservacién del brocoli.

Las enzimas proteoliticas segun Santos et al. (2023) desempefian un papel importante en la
elaboracion de silos, estas enzimas son responsables de degradar las proteinas presentes en
las células, catalizan la hidrdlisis de los enlaces peptidicos convirtiéndolas en péptidos o
aminoacidos mas simples lo que influye directamente en la calidad y estabilidad del silo

resultante.

Las enzimas proteoliticas como proteasas descomponen las proteinas presentes en el forraje en
péptidos y aminoacidos que son fuente esencial de nitrdgeno para organismos fermentadores;
aungue una protedlisis excesiva puede resultar en la formacion de amoniaco elevando el pH del

ensilado y comprometiendo su estabilidad (Duniére, 2013).

La actividad de las enzimas puede variar significativamente, dependiendo de factores como
estado de madurez del brécoli, las condiciones de ensilaje, y la presencia de microorganismos
(De Evan et al., 2020). En el caso especifico del brocoli las enzimas proteoliticas intervienen
durante el proceso de ensilaje, donde se almacena y fermenta el brécoli para su conservacion.
La actividad de estas enzimas puede tener un impacto significativo en la textura, el sabor, y la
composicion nutricional del producto final. Ademas, la actividad de estas enzimas puede influir
en la rapidez y la eficacia del proceso de fermentacion que es crucial para la conservacion a

largo plazo del brocoli ensilado (Haro et al., 2019).

Las enzimas fribroliticas como las celulasas y hemicelulasas actian sobre la fibra de la planta
descomponiendo la celulosa y hemicelulosa en azucares simples; al romper la pared celular de
las plantas, estas enzimas liberan azucares fermentables que los microorganismos presentes en
el ensilado pueden utilizar para producir &cidos organicos, como el acido lactico esencial para
conservar el ensilado debido a que disminuye el pH del mismo. Un pH bajo es muy importante
para inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables como bacterias butiricas y levaduras
(Muck R., 2010).

4.8. Inclusién de silos de brécoli en la alimentacidn de los rumiantes.
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La utilizacién de silos de brdcoli como alternativa de alimentaciéon en rumiantes representa una
opcion interesante que puede aportar diversos beneficios tanto a los animales como a los
productores ganaderos. Los silos de brécoli, elaborados a partir de subproductos agricolas como
tallos y hojas no comerciables para consumo humano, ofrecen una fuente adicional de nutrientes

gue pueden complementar la dieta del ganado rumiante de manera efectiva (Monllor et al., 2020).

Una de las ventajas es su valor nutricional, es rico en proteinas, con un porcentaje de proteina
bruta del 23%, materia seca 14%, fibra cruda 22%, humedad 86%, materia organica 88%,
cenizas 12% y extracto etéreo 3%, lo que lo convierte en un alimento balanceado y nutritivo para
el ganado; la inclusion de este subproducto puede contribuir a mejorar la salud y rendimiento de
los animales, asi como optimizar la produccion de carne o leche (Diaz et al., 2014, De Evan et
al., 2020).

La versatilidad de los silos de brocoli en la dieta del ganado nos permite utilizarlos como
suplemento alimenticio o como parte integral de la dieta, dependiendo de las necesidades
nutricionales y de produccion de los animales (Monllor et al., 2020). Ademas, la utilizacion de
silos de brocoli representa una forma efectiva de aprovechar los subproductos agricolas lo que
contribuye a reducir la cantidad de residuos y promueve la sostenibilidad de la cadena

alimentaria.

Fatima Berenisse Aguilar Villa — Diana Mercedes Mera Quito



UCUENCA 2

5. Materiales y métodos
5.1. Ubicacién del estudié experimental

El trabajo experimental se realizé en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de

Cuenca, Laboratorio de bromatologia, ubicados en la Av. 12 de octubre y Don Bosco.

Figura 4 Ubicacién geografica y Laboratorio de Bromatologia de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad de Cuenca (Tomado de Google Earth, 2020)

5.2.  Brocoliy elaboracién de silos experimentales

Los residuos de brocoli generados de los procesos de produccién y transformacion que fueron
utilizados para la elaboracion de silos con inclusiones de proteasas exdgenas para nuestra
investigacion fueron obtenidos de ubicaciones aleatorias de los barrios de San Joaquin, en las

horas de la mafiana, con contenidos de hojas tallo e inflorescencias.

Luego de la obtencion de los residuos (planta entera, hojas, tallo e inflorescencia) se pico el
brécoli a un tamafio tedrico de particula entre 18 y 25 mm. Se dej6é la biomasa vegetal al oreo
para que pre-marchite durante 24 horas, de esta manera aumentar su contenido en materia seca

antes del ensilaje (importante para la obtencién de una buena calidad de producto ensilado).

Se pesaron homogéneamente 500 g de brocoli picado en 5 bolsas por tratamiento. Cada
tratamiento (Tabla 1) fue inoculado con una solucién tampén de fosfato de 0,1 Molar (5% vol./kg
de brécoli fresco y pH de 5,5; EBRO); y 4 tratamientos experimentales fueron inoculados con la
misma solucién y un amortiguador con proteasa Poultrygrow 250 ® en 20 mg de proteasa/kg de
brécoli humedo (EBR1); con 200 mg/kg de brécoli himedo (EBR2); con 1000 mg de proteasa/kg
de Brocoli himedo (EBR3); y con 2000 mg de proteasa/kg de brocoli hiumedo (EBR4).
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Tabla 1 Unidades experimentales y aditivos utilizados para la conservacion del brécoli.

Tratamiento?! Especificaciéon Brocoli picado  Proteasa exdgena

EBRO Control, Brécoli ensilado sin 500 g/bolsa No incluye
inclusion de proteasas

EBR1 Brécoli ensilado mas la inclusiéon 500 g/bolsa 20 mg/kg
de proteasas

EBR2 Brécoli ensilado mas la inclusiéon 500 g/bolsa 200 mg/kg
de proteasas

EBR3 Brocoli ensilado mas la inclusion 500 g/bolsa 1000 mg/kg
de proteasas

EBR4 Brocoli ensilado mas la inclusion 500 g/bolsa 2000 mg/kg
de proteasas

1 EBRO: ensilado de brécoli sin inclusion de una proteasa, EBR1, EBR2, EBR3 y EBR4:
ensilado de brocoli con niveles de inclusion una proteasa (Poultrygrow 250), n=25
La proteasa que se utilizd en este experimento fue derivada de la fermentacion de Streptomyces,
proteasa aspartica de grado alimenticio sin actividad fibrolitica o amilolitica. Las soluciones de
baffer y la disolucidn de la proteasa se aplicaron a través de botellas de pulverizacién durante la
mezcla siguiendo los procedimientos de Der Bedrosian y Kung (2019). Finalmente, las bolsas se

sellaron y se almacenaron durante 45 dias a una temperatura de 24 C°.

5.3.  Andlisis quimicos y caracteristicas de calidad del brocoli conservado

Transcurridos los 45 dias de conservacion del brécoli las bolsas fueron abiertas para realizar sus

analisis respectivos en el Laboratorio de bromatologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias.

La composicién quimica del brécoli ensilado, después de su apertura, se analizé de acuerdo con
los procedimientos de la (AOAC, 2005) para MS (ID 934.01), cenizas (ID 048.13) y EE (ID
945.16), con excepcion del contenido de EE. Las concentraciones de FND, FDA y lignina en los
alimentos se determinaron siguiendo los procedimientos de Van Soest et al. (1991),
respectivamente. Las concentraciones de NHs y el pH del material conservado a 45 dias se
determinaran segun lo descrito por Garcia-Martinez (2005). Todos los analisis quimicos se

realizaran por triplicado.
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Las caracteristicas organolépticas se midieron con los parametros de calidad correspondientes
al color, olor y textura del material resultante de la conservacion siguiendo la metodologia de Der
Bedrosian y Kung (2019), normalizando al material conservado como excelente, bueno y de mala

calidad.

5.4. Calculos y andlisis estadisticos

La valoracién de energia se estimdé a partir del analisis proximal siguiendo la ecuacion
matematica (1) descrita por McDowell et al., (1974), donde: EB: Energia Bruta, PB: Proteina
Bruta, EE: Extracto Etéreo, FB: Fibra Bruta y ELN: Extractos libres de nitrégeno.

ELN

EB (kcal/g) = 572 (1) + 95 (55 ) + 479 (1) + 47Con) 1)

La valoracion de la energia neta para bovinos de produccién de leche se calcul6 a partir de las
ecuaciones matematicas disponibles del NRC (2001), donde: ENL: energia neta para bovinos de
produccion de leche a un nivel de mantenimiento, EM: Energia Metabolizable, EE: Extracto
etéreo (2).

0,097*EM+0,19)

ENLp (Mcal/kg) = 0,703 x EM - 0,19 + [(> ) x (EE-3)] )

Los nutrientes digestibles totalmente (NDT) se calcularon utilizando las ecuaciones propuestas
por el NRC (2001), basadas en la composicion quimica de los ensilados (3). Este célculo se

realiza a partir de los siguientes parametros:

NDT (%) = CNStd + PBtd + (AGtd x 2,25) + FNDtd — 7 .. ccv cev ees vt e e et e e et e ae en v wne a2 (3)

Donde: CNSyq: carbohidratos totalmente digestibles, calculados a una digestibilidad del 98% y un
factor de procesado de 94%. PBy: proteina bruta totalmente digestible. AGtd: acidos grasos
totalmente digestibles. FNDy: fibra neutro detergente totalmente digestible. Siete, es un factor de

ajuste por los NDT metabdlico fecales.

Por otro lado, la calidad del material conservado se valor6 con el Flieg Score y se calculd
determinando los valores de calidad del ensilaje en muy buena, buena, media, baja y mala,
siguiendo el modelo matemético modificado (4) de Kilics (1986), quien puntla a la calidad de los
forrajes conservados en constante de 220 puntos, se modifico la ecuacion a 240 porque se usa
verduras por forrajes, entendiéndose que los forrajes tienen mayor contenido de MS hasta el

proceso de ensilaje y reposo por oreo. Los valores de calidad del ensilaje se decretaran en 100-
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81 puntos: muy buena calidad, 80-61 puntos: buena calidad, 60-41 puntos: media calidad, 40-21

puntos: baja calidad y 20-0 puntos: mala calidad.

Flieg Score = 240 + (2 x MS% — 15) — 40 X DH .. e v cos et e et e et e e e e e e e e e e e e (4)

Los andlisis se realizaron con el paquete estadistico INFOSTAT (2020) se usé un ANOVA de
una via, tomando como efecto fijo al tratamiento. La significancia se declaré6 en P < 0,05,
mientras que los valores de P < 0,10 se consideraran una tendencia, la comparacién de medias

se realizaron por la prueba de Tukey.
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6. Resultados y discusion
6.1. Composicién quimica del brécoli y brécoli ensilado con proteasas exégenas

La composicién quimica del brécoli como planta entera y el brocoli conservado a 45 dia con y sin
inclusion de una proteasa exdégena se muestra en la tabla 2 y 3. Se observaron diferencias
altamente significativas (P < 0,001) entre la composicién del brécoli fresco y los ensilados
comparativos. Los contenidos en humedad fueron menores para los grupos de ensilados, efecto
asociado al oreo previo que se facilité a la materia prima para alcanzar un minimo de MS antes

del proceso de conservacién (Der Bedrosian y Kung, 2019).

Tabla 2. Valores medios de la composicion quimica de la plata entera de brécoli y el ensilado

de brécoli con y sin inclusion de una proteasa.

Muestra ! MS, % PB, % EE, % FB, % Cz,% ELN, %
Brocoli 110a 28,7 a 0,97 a 28,8 a 158 a 275a
EBRO 9,18 b 23,8b 2,02 b 20,1 b 18,7b 29,3 b
EBR1 8,88 bc 25,8 ¢ 1,98b 19,7c 19,2bc 27,3 a
EBR2 8,62 c 259d 1,83¢c 19,4d 195¢c 27,3 a
EBR3 8,51c 260e 2,01b 19,1e 19,8 ¢ 27,0a
EBR4 8,53 ¢c 22,4 f 1,89c¢c 20,3 f 19,8 ¢ 295b

EEM 0,0259 0,0009 0,0005 0,0009 0,0533 0,0567
P valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

1 MS: materia seca, PB: proteina bruta, EE: extracto etereo, FB: fibra bruta, Cz: ceniza 'y CNS:
carbohidratos no estructurales. EBRO: ensilado de brocoli sin inclusién de un aditivo, EBR1,
EBR2, EBR3 y EBR4: ensilado de brocoli con niveles de inclusién una proteasa Poultrygrow

250. Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (P > 0,05). n=3
Los contenidos de la materia seca, proteina bruta, fibra bruta y extractos libres de nitrégeno (MS,
PB y FB) del brécoli fresco fueron mayores (11,0, 28,7, 28,8, y 44,7 %, respectivamente)
comparados con el brécoli conservado solo y con inclusion de una proteasa (Valores promedio:
25, 20, 19 y 40 %, respectivamente). Sin embargo, los contenidos de grasa y cenizas tras la
conservaciéon se incrementaron en 1,0 % y 3,6 % para el brocoli conservado con y sin una
proteasa. Los ELN mostraron contenidos diferentes entre muestras de ensiladas con y sin
proteasa (P < 0,001), sin embargo, el brécoli fresco muestra contenidos similares a los ensilados
con diferentes niveles de proteasa, EBR1, EBR2 y EBR3 (27,2% de ELN). Valor promedio: Entre

el brécoli fresco y los grupos de muestras ensiladas con y sin una proteasa, se demuestra que a
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un nivel de inclusién de EBR3 = 1000 mg/kg de material conservado en fresco no se observan
perdidas del contenido de PB, FB y ELN sobre no incluir este aditivo o incluirlo en EBR4 = 2000

mg/kg de material conservado.

Por otro lado, los contenidos de la pared celular del brocoli en planta entera antes de la
conservacion a 45 dias fueron de 219,8, 13,0 y 1,8 % en fibra neutro detergente, fibra acido
detergente y lignina acido detergente (FND, FAD y LAD), respectivamente. Después de la
conservacion con y sin inclusion de una proteasa exdgena se observaron mejores contenidos de
FND, FAD y LAD en los silos EBR-0, EBR-1 y EBR-4 en comparacion los silos EBR-2 y EBR-3.

Tabla 3 Composicion quimica de la pared celular de la planta entera de brocoli y el ensilado de

brécoli con y sin inclusién de una proteasa.

Muestra ! FND, % FAD, % LAD, %
Brocoli 19,8 13,0 1,80
EBR-0 23,8 13,8 2,91
EBR-1 23,1 13,3 2,54
EBR-2 22,7 13,1 2,39
EBR-3 22,5 13,2 2,17
EBR-4 23,1 14,2 2,95

1 END: fibra neutro detergente, FAD: fibra acido detergente y LAD: lignina acido detergente.
EBRO: ensilado de brécoli sin inclusién de un aditivo y EBR1, EBR2, EBR3 y EBR4: ensilado
de brdcoli con niveles de inclusion una proteasa Poultrygrow 250
Estos datos concuerdan con ensayos de conservacion del brocoli, donde las pérdidas
nutricionales de la planta conservada son minimas, obteniendo concentraciones de PB, FND y
EE similares (20, 22 y 5% en base a MS), determinando asi la importancia de conservar el brocoli
sin alterar esas caracteristicas bromatoldgicas propias de la planta (Meneses 2002, Domingo,
2023), asi mismo, Molina et al. (2004) y Hazard et al. (2020), ensilaron maiz y forrajes observando
poco detrimento de la composicién quimica del material conservado. Un estudié que incluy6

proteasas exdgenas en la conservacion de maiz, muestra que este aditivo mantiene las
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concentraciones de MS (35% de la materia fresca), FND (36% en base a MS), proteina (7,5% en

base a MS), manteniéndose constante tras la aplicacion del aditivo (Der Bedrosian y Kung, 2019).

6.2. Valor energético del brécoli y el ensilado de brocoli

En la tabla 4, se observa los nutrientes digestibles totalmente (NDT) y el valor energético (EB y
ENm) de la plata entera de brdcoli y el ensilado de brécoli con y sin inclusién de una proteasa.
La inclusion de la proteasa sobre la conservacion del brocoli hasta los 45 dias mostro diferencias
(P < 0,001) en la planta entera de brocoli como en las muestras ensiladas entre 72% y 75% de
NTD.

La energia bruta y energia neta para el mantenimiento fue diferente (P < 0,05) con muestras que
presentaron contenidos de EB entre las 3590 Kcal/kg del EBR2 y 3740 Kcal/kg de la planta entera
y el EBR3 y EBR4. Similar efecto con la ENm, sin embargo, no incluir un aditivo en la
conservacion del brécoli como incluirlo sobre los 2000 mg/kg de una proteasa sobre la materia
prima conservada puede reducir el aprovechamiento de la energia para el mantenimiento en el
ganado bovino, efecto que se atribuye a la conservacion y a la actividad de la proteasa sobre la
pared celular de brocoli, permitiendo el aporte de nutrientes adheridos a la misma (NRC, 2001,
Monllor, 2021). La EB del brécoli fresco en este estudio es mayor que la del brécoli ensilado
debido a varios factores relacionados con los cambios que ocurren durante el proceso de
ensilaje, como el contenido de MS para el proceso de conservacién y posiblemente la

fermentacion de carbohidratos solubles durante el ensilaje (Der Bedrosian y Kung, 2019).

Tabla 4 Valores medios de los nutrientes digestibles totalmente y el valor energético de la

planta entera de brécoli y el ensilado de brdcoli con y sin inclusion de Poultrygrow 250 ®

Muestra ! NDT, % EB, Kcal/kg ENm, Kcal/kg
Brécoli 75,1 a 3740 ab 2300 a
EBRO 725b 3620 ab 2180 b
EBR1 73,2 c 3590 a 2220 c
EBR2 73,4d 3680 ab 2220 c
EBR3 739¢e 3740 b 2240d
EBR4 72,8 f 3740 a 2170 e
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EEM 0,01 0,06 0,01

P valor <0,001 0,026 <0,001

1 NTD: nutrientes digestibles totalmente, EB: energia bruta, ENm: energia neta para
mantenimiento: error estdndar de la media. Medias con una letra comin no son
significativamente diferentes (P > 0,05). n=3.

6.3. Caracteristicas sensoriales y pardmetros fermentativo del ensilado de brdécoli

En la tabla 5 se observa las caracteristicas sensoriales y parametros fermentativo del ensilado
de brécoli con y sin inclusién de una proteasa. Incluir o no una proteasa exdgena en la
conservacion del brécoli no afecté (P > 0,05) el color (anexo R) ni la estructura del material
ensilado hasta los 45 dias. A diferencia de olor que se percibi6 olores dulces correspondientes a
una buena calidad de ensilado en las muestras EBRO, EBR1, EBR2 y EBR4, sobre una calidad
media con un olor acido, que muestra un deterioro del material conservado, posiblemente por
defectos de bolsas o problemas en la eliminacién de oxigeno en el proceso de conservacion del
brécoli (Meneses 2002, Der Bedrosian y Kung, 2019, Domingo, 2023). Este evento no se podria
atribuir a la inclusién de la proteasa exégena, debido a que la muestra que presenta un olor acido
no presenta dafios en su estructura y su inclusion del aditivo fue menor a los 2000 mg/kg de

proteasa en material conservado.

Por otro lado, los parametros fermentativos mostraron que los ensilados con o sin inclusién de
una proteasa exogena tuvieron diferentes niveles de pH en su conservacion (P = 0,031, entre
4,71y 5,15 de pH), normales o promedios de un silo bien conservado (entre 4,01 y 5,01 de pH),
concordando con sus niveles de temperatura interna constante de conservacion de 17 °C (P =
0,435), concentraciones similares de NHs;, que muestra una concentracion normal para el
mantenimiento fermentativo ideal de ensilados tipo bolsa (Der Bedrosian y Kung, 2019, Domingo,
2023). Parametros ideales que indica que la fermentacion lactica ha sido exitosa, lo que ayuda a
inhibir el crecimiento de microorganismos no deseados, como bacterias y hongos, y asegura la

conservacion adecuada del ensilado.

Tabla 5 Valores medios de las caracteristicas sensoriales y parametros fermentativo del

ensilado de brdcoli con y sin inclusién de una proteasa.

Sensorial 2 Parametros fermentativos Flieg
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NHs, % de N Score 3

Muestra®  Color Olor Estructura pH °C total

EBRO 3 6,3a 2,7a 515a 17 a 111 a 37a
EBR1 3 6,5a 3,0a 4,71 b 16 a 11,1 a 54 b
EBR2 3 50c 30a 482b 17a 109 a 50 c
EBR3 3 3,8d 3,0a 54la 17a 112 a 26d
EBR4 3 6,3a 28a 480b 16a 109 a 50 c
EEM 1,68 0,100 0,054 0,154 0,038 5,64
P valor 0,043 0,573 0,031 0,435 0,184 0,003

1 EBRO: ensilado de brécoli sin inclusién de un aditivo y EBR1, EBR2, EBR3 y EBR4: ensilado
de brdcoli con niveles de inclusién una proteasa Poultrygrow 250. 2 color: 3: verde, 2: amairillo,
1: marrén; Olor: 6: dulce, 4: acido y 2: putrefacto; 3: intacto, 2: duro y 1: suave. Flieg Score:
valores de calidad del ensilaje entre 100-81: muy buena, 80-61 buena, 60-41 media, 40-21 baja
y 20-0 mala. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (P > 0,05).

La calidad de la conservacion de los ensilados de brocoli sin inclusion de un aditivo y los
ensilados de brécoli con niveles de inclusion de una proteasa fue diferente (P = 0,003),
mostrandose una calidad media para los EBR1, EBR2 y EBR y una baja calidad para los EBRO
y EBR3. Estos resultados fueron evidentes, debido al porcentaje de materia seca con el que se
inicié la conservacion del brécoli de 10%. Como valora Kilics (1986) a los ensilados con
pardmetros de buena calidad cuando estos se conservan con un nivel de 10% de MS, sin
embargo, sus recomendaciones se fijan para forrajes. En este estudio y bajo los pardmetros de
conservacion del brocoli, con y sin inclusion de una proteasa exdgena, antes mencionados, se

pretendi6 mantener las constantes descritas por Kilics (1986) sobre los forrajes conservados.
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7

. Conclusiones

La conservacion del brécoli, con o sin la adicion de una proteasa, puede afectar los
contenidos de nutrientes y componentes estructurales del brécoli en comparacion con el
estado fresco. Aunque la inclusién de una proteasa no mostré una mejora consistente en
la retencidn de proteina bruta, fibra bruta o extractos libres de nitrégeno, si se observé un

incremento en el contenido de grasa y cenizas tras la conservacion.

En términos de la pared celular, la conservacién con y sin proteasa mejoré los contenidos
de fibra neutro detergente, fibra 4cido detergente y lignina acido detergente en ciertos
silos, sugiriendo que los métodos de conservacion pueden influir positivamente en la

estabilidad estructural del brécoli.

La enzima proteasa exdégena a una concentracion de 1000 mg/kg, no provoco pérdidas
significativas en los contenidos de proteina bruta, fibra bruta y cenizas en comparacion

con las muestras sin proteasa 0 con una mayor concentracion de proteasa.

La proteasa mostro ser un aditivo apto para la preservacion de brocoli hasta los 45 dias
de almacenamiento, sin empeora el contenido nutritivo del material conservado y acelera
los procesos de fermentaciéon provocando un aumento de la degradabilidad de la pared

celular liberando proteinas y carbohidratos solubles.
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8. Recomendaciones

. Para futuros ensayos o0 procesos de conservacion de vegetales en forma de ensilados,
sean estos a un nivel de investigacion o reproducidos en la practica productiva, se
recomienda llevar el porcentaje de materia seca a porcentajes sobre el 20% para obtener
categorias de calidad superiores a las demostradas en este trabajo.

o En general, la eleccion del aditivo y la concentracion utilizada para la conservacion de
residuos de brdcoli deben ser cuidadosamente evaluadas para optimizar la calidad

nutricional y estructural del brocoli conservado.
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Anexo A.Corte y recoleccion de brocoli

Anexo B. Planta de Brécoli recién

cosechada

Anexo C. Muestras de ubicaciones
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Anexo D. Proceso de picado de la planta
de brocoli del tamafio recomendado en
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Anexo G. Preparacion de la solucion buffer

Anexo H. Pesaje de las cantidades

exactas de brocoli a usar

Anexo |. Mezcla del brocoli picado con la

enzimay solucion buffer

Anexo J. ldentificacién de las bolsas

segun el tratamiento.
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