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COMPENDIO
Evaluacién de Aditivos para el Control de Hongos en Microensilados de
Zacate Rye grass (Lolium multiflorum Lam) y su Impacto Sobre
el Contenido Nutritivo
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Inoculante, Contenido Nutritivo

En el presente estudio sesenta y cuatro bolsas de microensilados di
zacate rye grass de 23 kg de peso se asignaron aleatoriamente a un diseﬁc
completamente al azar con arreglo factorial 2X2X4 con cuatro repeticione:
(El primer factor corresponde a aplicaciébn de azufre, el segundo
inoculacién de hongo Aspergillus y el tercero a los distintos aditivos: sii

aditivo, inhibidor (IAP), inoculante (IAB) y combinacion
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nhibidor-inoculante), con la finalidad de controlar la incidencia de hongos
 conocer el impacto del aditivo sobre el contenido nutritivo al dia 45 de
niciado el proceso de fermentacion; las variables analizadas fueroﬁ:
resencia de hongo, T dentro de la bolsa, pH, materia seca (MS), cenizas
C), extracto etéreo (EE), fibra cruda (FC], proteina cruda (PC), extracto
bre de nitrogeno (ELN) y total de nutrientes digestibles (TND), se
eportaron lgis variables que mostraron los mayores coeficientes de
orrelacion durante los eventos de muestreo y se analiz6 la relacion entre
ariables por medio de componentes principales. El analisis de las
ariables al dia 45 muestra diferencia altamente significativa (P<.01) en la
sspuesta de las variables persistencia y C al aditivo, los valores mas altos
n el porcentaje de ausencia de hongo lo reportan los tratamientos donde
e utilizo IAP y la combinacién; el contenido mas alto de C lo reportan los
-atamientos donde se utilizd el IAP. Se observo respuesta significativa
’<.05) en persistencia a la interaccién inoculo-azufre, en C fue al inoculo,
| ELN para los factores azufre y aditivo y en PC al azufre. El resto de las
ariables no muestran diferencia significativa (P>.05) a los factores ni a
1s interacciones. Se observé relacidon positiva en las variables
ersistencia-aditivo, T-MS, MS-C, C-aditivo, C-PC, EE-PC ; y relacidnes
egativas entre las variables: MS-FC, C-ELN y EE-ELN. El método por
ymponentes principales relacioné las variables C, PC y EE negativamente

m ELN, a MS con T y la persistencia de hongo con el aditivo.

vi
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ABSTRACT
Additives Assessment for Fungus Control in Rye grass (Lolium

multiflorum Lam) Microsilages and its Impact About
Nutritive Content

BY

MARIA DEL ROCIO PARADA HERNANDEZ

MASTER OF SCIENCE
ANIMAL NUTRITION
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA, DECEMBER 1999
Ing. M.C. J. Eduardo Garcia Martinez -Adviser-
7 words: Ensilage, Fermentation, Additives, Inhibit, Inoculaterr,

Fungus, Nutritive Content.

In the present study sixty four bags of rye grass microsilage weighting
kg at complete randomly factorial 2X2X4 design with four repetition (the
t factor correspond to sulfur application, second to Aspergillus fungus
culation and third to various additives: without additive, inhibit,
culaterr and combination inhibit-inoculaterr), with aim to control fungus
ct and to know the impact of additive about nutritive content in day 45

T starting the fermentation process; the

vii
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nalyzed variables were: fungus presence, inside temperature of bags, pH,
Iry matter, ash, ether extract, crude fiber, crude protein, nitrogen free
xtract and nutrients digestibles total, the only reported variables were the
nes showed bigger correlation coefficient during sampling and analyzed
elation between variables by means principals components. The analysis of
ariables at day 45 showed high significance (P<.01) in response of variables
ersistence and ash to additive, the highest values in percent of fungus
bsence were reported by the treatments where utilized inhibit and
ombination; the highest content of ash were reported by the treatments in
hich inoculaterr were utilized. No differences (P>.05) were found in
ersistence to the interaction inoculaterr-sulfur, in ash was to the
1oculaterr, nitrogen free extract for factors sulfur and additive and in crude
rotein was to the sulfur. The remainder variables didn’t show significance
ifference to factors neither its interactions. positive relation were found in
ariables persistence-additive, temperature-dry matter, dry matter-ash, ash-
dditive, ash-crude protein, ether extract crude protein; and negative
slations between variables: dry matter-crude fiber, ash-nitrogen free extract
nd ether extract-nitrogen free extract. The method of principals components
lated negatively the variables ash, crude protein and ether extracf with
itrogen free extract, dry matter with temperature and the persistence of

ingus with additive.
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INTRODUCCION

La produccion de forraje no es constante durante todo el afo
=bido a factores, sobre todo climaticos, que afectan la cantidad y
didad nutritiva del forraje producido. Por esta razén se buscan
ternativas para conservar este forraje producido en épocas de
>undancias para su posterior utilizacion; una de las alternativas para

-eservar el forraje es el ensilarlo en microsilos.

El microsilo presenta las ventajas de conservar el material para
:riodos en que no se disponga de material forrajero, asi como ser una

rma en la que el forraje puede ser presentado al mercado.

El material ensilado tiende a presentar problemas de
macenamiento (debido al contenido de humedad y pH al momento de
T sellada la bolsa) como lo es el ataque del hongo Aspergillus spp., que
ea una capa blanca sobre el material, lo que ocasiona baja aceptacion
r parte de los compradores y constituye un factor de riesgo para el

1imal.
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Dos factores determinan la calidad del ensilado: los biologicos y
noloégicos. Los factores biolégicos pueden manipularse limitadamente,
tanto los factores tecnologicos pueden manipularse para lograr una

mnofermentacion lactica en el proceso de ensilaje (Diego, 1998).

Una alternativa de solucién la representa el uso de aditivos que
2zden agregarse al momento de ensilar, con lo que se busca lograr un
silado de alta calidad (Seglar, 1997 http://www.pioneer.com/xweb/usa
t/restech /nutrition/dpm/htm.fer). Los aditivos modifican el pH y de

a manera se disminuye la incidencia de microorganismos.

Por lo anterior los objetivos del presente trabajo son: determinar el
tivo que evite la proliferacion de hongos en microensilados de zacate rye
ss y evaluar el impacto del aditivo sobre el contenido nutritivo del

ate rye grass sometido a un proceso de ensilaje.
yotesis
Los aditivos acidos y las bacterias acidolacticas mantendran las

idiciones acidas del ensilado disminuyendo o evitando la proliferacion

microorganismos indeseables.
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Los aditivos acidos y las bacterias acidolacticas modifican el
ontenido nutritivo del material ensilado al actuar sobre las fracciones

utritivas.
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REVISION DE LITERATURA

Ensilajes

El ensilado constituye el método de conservacion de forrajes mas
utilizado en el mundo, debido a su independencia de las condiciones
climaticas en comparacion a la henificacion (Wernli y Ojeda, 1990), se
ha usado desde tiempos muy remotos; el forraje preservado durante
periodos de escasez es usado principalmente en la alimentacion de
ganado de leche y de carne, también en borregos y muy poco en caballos
(Ensminger ef al., 1990). Si se cosecha la planta en su maxima calidad
nutritiva el ensilado conserva los principios nutritivos por un mayor
periodo de tiempo, con menor perdida de nutrientes y con mayor
calidad, por lo que se evita el tener que suplementar (Cabanillas y

Penunuri, 1984 http://www.uach.cl.).

El Proceso de Fermentacion Durante el Ensilaje

El proceso de ensilaje se refiere a los cambios que tienen lugar en

los forrajes que son almacenados con un suficiente contenido de

¥20



humedad para una adecuada fermentacion en ausencia de aire,
proceso de ensilaje es gobernado por la interaccion de tres factores:
composicion quimica de la planta, la cantidad de aire que entra y
actividad de la poblacion microbial (Ensminger et al., 1990). Consiste
los productos de la fermentaciéon derivados de los carbohidratos

estructurales y proteinas del forraje, lo que le da caracteristic
nutricionales distintas, el valor nutricional del ensilaje es inferior al «
forraje en verde y se registran algunas perdidas de materia seca (Wer
y Ojeda, 1990), se ha observado que en ensilados con un contenido
humedad mayor de 65 por ciento hay filtrado y perdida de nutrientes
se fomenta el desarrollo de clostridrios, a niveles menores de 60 ¢
ciento el calor excesivo limita el uso de oxigeno (Bjorge, 19
http://itsds-3.agric.gor.ab.ca/crops/forage/silage/silag2.html), forraj
con alto contenido de agua son dificiles de ensilar ya que el agua dilu
los carbohidratos, por otra parte el forraje con alto contenido de mate
seca es dificil de compactar y si queda aire puede haber quemaduras

formacion de hongos (Cabanillas y Penunuri, 1984).

Etapas del Ensilaje

El proceso de ensilaje requiere de dos a tres semanas, tiempo en

que ocurren tres fases muy caracteristicas (Ensminger et al,, 199(

aunque hay quien considera seis (Bjorge, 1996).

S¢0
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Fase Aerobica

Es la fase de respiracion, las cé€lulas del forraje que aun estan
vivas, toman oxigeno, las enzimas de las plantas y las bacterias
aerdbicas usan los carbohidratos facilmente fermentables produciendo
calor, agua y biéxido de carbono (CO>), el oxigeno se agota en cuatro a
cinco horas, pero el CO, aun se acumula por 48 horas; la temperatura
se incrementa sobre un periodo de 15 dias, algunas veces excede 30 a
32°C, posteriormente disminuye gradualmente y a partir de este punto
prevalecen las condiciones anaerobicas (Ensminger et al.,, 1990),
durante este proceso se ven afectadas proteinas y grasas, €l incremento
de temperatura depende de la cantidad de oxigeno disponible (Watson y
Smith, 1984), si la temperatura generada en condiciones aerébicas es

muy alta produce danos en el material ensilado (Bjorge, 1996).

Fase Anaerdbica

Cuando el oxigeno que habia quedado atrapado se ha agotado, las
bacterias anaerdbicas (principalmente formadoras de écido y
proteoliticas) se multiplican vertiginosamente, los hongos y levaduras
desaparecen, pero continua un sistema enzimatico que produce alcohol
y otros productos finales; la actividad anaerobica combinada produce

los siguientes cambios: los carbohidratos complejos y los azucares se
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ermenten a acido lactico, algo de acético y una pequena cantidad de
stros acidos y alcoholes; las proteinas se fragmentan en amonia,
iminoacidos, aminas y amidas; la acidez finalmente alcanza un punto
n que las mismas bacterias son eliminadas, y el proceso fermentativo
se completa. Si el proceso se llevd a cabo eficientemente la
‘oncentracion de acido lactico debe ser de cuatro a diez por ciento de la
nateria seca (Ensminger et al., 1990), el acido lactico es no volatil, el
utirico es el responsable del olor desagradable de los silos mal
yreservados, al realizar el ensilaje se desea que predomine el acido
actico o cuando menos que el butirico esté ausente (Watson y Smith,

1984).

tfase Estable

Cuando se alcanza un pH de 4.2 o menor, el ensilaje se estabiliza
" puede durar anos siempre y cuando el aire no penetre (Ensminger et
., 1990), la fermentaciéon cesa después de tres a cuatro semanas
uando el pH es tan bajo que todo el crecimiento microbial se inhibe

Bjorge, 1996).
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Silos Plasticos

El plastico (polietileno) es una alternativa para el uso de silos
temporales, el forraje es comprimido por medio de una maquina
especial, el forraje se preserva excelentemente mientras esta sellado y no
es danado por roedores, en el momento en que se requiera la bolsa se
abre y se tiene el forraje disponible, las bolsas individuales son de varios
tamanos (Ensminger et al, 1990); si bien el método es muy efectivo,
sellar las bolsas es una operacion tediosa y si el forraje no tiene un
adecuado contenido de humedad la fermentacion puede ser muy pobre,
por lo tanto la aplicacion de aditivos no es uniforme, para las personas
que no cuentan con el equipo de almacenamiento a gran escala o no
quieren conservar una cantidad de forraje muy grande este tipo de silos

resulta muy ventajoso (Raymond et al., 1986).
Contenido Nutritivo del Ensilaje

El valor nutritivo depende de los cambios provocados por la
actividad de las enzimas vegetales y microbianas durante el proéeso de
fermentacion; si las condiciones no son las adecuadas para el proceso
de fermentacion se corre el riesgo que el material ensilado pierda su
calidad nutritiva (Ensminger et al.,, 1990; Roberts, 1995), la respiracion

celular del material ensilado tiene efecto sobre la temperatura
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aumentandola lo que trae consigo reacciones indeseables entre

proteinas y carbohidratos (Nufiez y Contreras, 1999).
Factores que Influyen para una Adecuada Fermentacion

Para asegurar una adecuada fermentacion es importante exclui
totalmente el oxigeno; las bacterias anaerobicas productoras de acidc
lactico pueden utilizar los nutrientes que se pierden durante I
respiracion de la planta, el aire en el silo retrasa el rompimiento de las
paredes celulares de la planta, lo que retrasa la fermentacion j

predispone al ataque de hongos (Bjorge, 1996).

La temperatura del ensilaje se incrementa cuando hay oxigenc
presente y se activa la respiracion celular, el mayor crecimiento de

hongos ocurre a temperaturas altas.

El pH del ensilado detiene la fermentaciéon, por lo que e:
importante lograr una rapida acidificaciéon para reducir el crecimiento de

microorganismos indeseables (Bjorge, 1996).
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Contaminacion Microbiana de los Ensilajes

Las células del material ensilado mueren y su contenido de
carbohidratos, grasas y proteinas puede difundirse fuera de la masa y
convertirse en alimento para los microorganismos, las condiciones para
el crecimicnto de estos microorganismos varia ampliamente, algunos
requieren oxigeno. La presencia de microorganismos especificos depende
de la forma en que el material sea ensilado. Entre los microorganismos
que requieren oxigeno se encuentran las levaduras y mohos que tienen
relevancia cuando en el material ensilado penetra aire, los mohos

descomponen el producto (Hiriarth, 1998).

La planta forrajera es inoculada con una amplia cantidad de
hongos y bacteria en campo, los hongos se desarrollan preferentemente
en suelos acidos, encontrandose en todos los horizontes del perfil del
suelo, predominando en las zonas superficiales donde abunda la
materia seca organica y hay una adecuada aireacion, los géneros mas
comunes son: Penicillium, Mucor, Trochoderma, Aspergillus (Buckman y
Brady, 1970), Alternaria, Clodosporium y Fusarium que requiereﬁ altos
porcentajes de agua, al contrario de los hongos de almacén como

Aspergillus y Penicillium (Roberts, 1995).
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Caracteristicas de los Hongos

Los hongos son organismos heterotrofos que se reproducen
medio de esporas, son multicelulares, filamentosos (Deacon, 1988)
filamentos o hifas constituyen su cuerpo, muchas partes del hongo
potencialmente capaces de crecer, utilizan casi ‘todas las fuente
carbono, la temperatura optima para muchas especies es de entre
30°C, el pH para el crecimiento de los hongos varia ampliam¢
algunos crecen bien a niveles de 4 a 7, la mayoria de los hongos
aerobicos, ciertas levaduras presentan capacidad facult:
(Alexopoulos et al., 1996), ademas de la fuente de alimento,
factores que influyen sobre el crecimiento de los hongos son la hum
(Cuadro 2.1) y a pesar de la creencia popular, los hongos no requi

oscuridad.

Cuadro 2.1 Minima cantidad de agua requerida para el crecimi
de hongos de almacén

Especie Minima actividad de agua requel
Aspergillus halophilicus 0.65-0.70
Aspergillus restrictus 0.70-0.75
Aspergillus glaucus 0.70-0.75
Aspergillus candidus 0.75-0.80
Aspergillus versicolor 0.80-0.85
Asperygillus ochraceus 0.80-0.85
Aspergillus flavus 0.80-0.85
Penicillium spp 0.85-0.90

Moreno (1988).
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Hongos de Almacenamiento en los Ensilajes

La literatura reporta un amplio numero de articulos sobre las
flatoxinas, por su poder carcindégeno, las cuales son producidas por
ongos que crecen en productos almacenados que presentan

usceptibilidad a la contaminacion (Deacon, 1988).

La presencia de aflatoxinas en productos agricolas depende de
ictores como la region donde se producen, estacion del ano,
ondiciones de crecimiento del cultivo, cosecha y almacenamiento; el
npacto econdémico resultante de la contaminacion por aflatoxinas
urante la produccion, comercializacién y utilizacion de los productos

limenticios es muy alto (Cuca et al., 1996).

En condiciones de almacenamiento no ideales dominan hongos
enicillium spp. y Aspergillus spp. que ocasionan grandes perdidas
condémicas y producen toxinas, existe registro de enfermedades y
iuertes de animales domésticos y del hombre ocasionadas por
ynsumir  alimento  infectado con  micotoxinas duranfe el
imacenamiento (Campbell, 1985; Alexopoulos et al., 1996). Aspergillus
Op. no solo contamina durante el almacenamiento, ya que desde campo
uede establecerse en el cultivo (Marquez y Tejada, 1992) de ahi la

aportancia de evitar altos contenidos de humedad.
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Hongos Productores de Aflatoxinas

Si bien, de los hongos se obtienen muchos beneficios, algunas
especies producen sustancias muy toxicas como son las micotoxinas,
por ejemplo Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus producen
aflatoxinas que ocasionan cancer en el higado humano (Alexopoulos et

al., 1996).

Los metabolitos secundarios de los hongos A. flavus y A.
parasiticus son llamadas aflatoxinas, se identificaron por primera vez en
1963, los niveles en el alimento son de 20 a 100 ppb pero varia de
acuerdo a la localidad. Otras micotoxinas también producidas por
especies de Aspergillus y Penicillium en los granos de cereales, soya y
cacahuate son las ocratoxinas o nefrotoxinas que causan dafno en
higado y rindn. La aspergillosis en humanos es ocasionada por la
inhalacion de la conidia que invade los espacios aireados del cuerpo, al
ingerir las micotoxinas o cuando estas estan en contacto con la piel si
no ocasionan una enfermedad declarada, retardan el crecimiento, el
vigor, la conversion de alimento y en general hay una reducci()ﬁ en la
produccion animal (Deacon, 1988) que va desde una mala absorcion de
nutrientes hasta la muerte del animal (Marquez y Tejada, 1988).
Aspergillus es un genero con cerca de 100 especies, para su crecimiento

requiere de una humedad relativa de 65 a 90 por ciento (Cuadro 2.1).
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Las aflatoxinas responsables de los trastornos bioldgicos en
animales que las consumen, producidas por hongos del ge:
Aspergillus, constituyen una familia de 14 toxinas que ocurren el
naturaleza, la B1 es la mas importante de acuerdo a su toxicidad
gue se presenta con mayor frecuencia como se puede observar e

Cuadro 2.2 (Cuca et al., 1996).

Cuadro 2.2 Hongos que producen Aflatoxinas in vitro

HONGO AFLATOXINA
B1 B2 B3 B4
Grupo Aspergillus
A. flavus X X X X
A. parasiticus X X X X
A. niger X
A. ochraceus X
Grupo Penicillium
P. puberulum X X X X

Cuca et al. (1996)

Los animales muestran diferente grado de resistencia; los caba
y los herbivoros que tienen estomago simple y el intestino delgado e
mayor sitio de absorcion son mas susceptibles a las micotoxinas que
rumiantes. En bovinos productores de leche la aflatoxina no solame
reduce la produccién por parte del animal, sino que se corre el rie
que la aflatoxina sea secretada en la leche. En bovino productores
carne se reduce la tasa de crecimiento y se incrementa la cantidad
alimento requerido por kilogramo de ganancia de peso (convers

alimenticia). Ademas de causar dafios al higado, un paso obligado er
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iccion carcinogénica de la aflatoxina es la conversiéon a una variedad de
netabolitos mediados por los microsomas hepaticos y extrahepaticos

Sheperd et al., 1995; Coulombe, 1993).

La aflatoxina Bl producida por A. flavus y A. parasiticus, es
:xtremadamente téxica y contamina material alimenticio muy
unpliamente, por lo que el nivel de esta micotoxina es regulada por la
‘ood and Drough Administration ya que no debe exceder 20 ppb en
naiz destinado a bovino lechero (se reduce la motilidad del rumen, la
ligestion de la celulosa y la produccion de acidos grasos volatiles), 300
)pb para bovinos en engorda y cerdos, 300 ppb en la harinolina para
yovinos, cerdos y aves. Se ha establecido una tolerancia mundial en el
ilimento destinado a animales en un rango de 10 a 600 ppb (Coulombe,

1993).

Control del Crecimiento de los Hongos

Para prevenir o controlar el crecimiento de los hongos se han
ntentado numerosas estrategias, entre las mas importantes se
2ncuentra la manipulacion del hongo mismo o bien de su medio fisico,
2l empleo de fungicidas, el uso de antibi6éticos, el empleo de

mejoramiento genético de las plantas para el control de enfermedades o
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bien usando otros microorganismos como medio de control biologica

estos métodos comunmente estan relacionados entre si (Deacon, 1988).

La manipulacion del medio fisico del hongo hace necesaric
conocer los requerimientos osmoticos, de pH o de temperatura par:
asegurarse que queden fuera de estos limites, un ejemplo es el secad:
para conservar materiales como el grano, que debe almacenarse con ur

contenido de humedad de 13 a 14 por ciento.

Los fungicidas son un grupo de compuestos quimicos que
destruyen al hongo o inhiben su crecimiento, comprenden una amplic
gama de compuestos que resultan adecuados para utilizarse en ur
conjunto particular de circunstancias, debido a factores como toxicidac
de mamiferos, fitotoxicidad o bien olor o color desagradable (Deacon

1988).

El azufre es un fungicida que se usa en forma elemental, o en le
de diversos compuestos, en la forma elemental actiia como agente toxicc
por la vaporizacion de sus particulas, al quedar la vaporizacibn en
contacto con la espora del hongo previene o inhibe su crecimiento, tal
accion se extiende a una distancia corta (1 a 2 mm) y necesita de una
distribucion uniforme (Giovani, 1968). Para que el azufre ejerza su

accion fungicida, es necesario una temperatura superior a los 20°C,
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para provocar la emanacion de gases sulfurosos, sin los cuales su

acciéon resultaria nula (Juscafresa, 1973).

La prevenciéon de la infeccion con Aspergillus es el mejor metodo
para reducir la incidencia (Coulombe, 1993). Los antibioticos
antimicoticos se consideran un grupo especial de fungicidas de alto
costo y poca persistencia, su alto grado de selectividad restringe su
aplicacién a ocasiones especificas. Ciertos inhibidores se han usado en
2l caso del grano de maiz con un alto contenido de humedad como es el
caso de los acidos organicos (propionico, benzoico, acético, formico,
sorbico, etc.). El control biologico se define como el uso de un organismo

sara controlar otro.
Aditivos para Ensilajes

Los aditivos mejoran o preservan la calidad original de los
ngredientes evitando su deterioro; los aditivos para ensilajes se
slasifican como inhibidores y estimulantes de la fermentacion;
reneralmente favorecen una tasa mas rapida de producciéon de. acido
actico (Avila et al., 1990) en el Cuadro 2.3 se presenta una forma de

lasificar los aditivos de acuerdo a su efecto sobre la fermentacion.
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Los aditivos al ensilado son productos que proveen de nutrientes
r mejoran el valor alimenticio de éste; los preservativos en cambio
nantienen la calidad. Si se siguen buenas practicas de manejo se puede
ograr un ensilaje de alta calidad, pero algunas veces el material
'nsilado esta muy humedo o muy seco; no contiene suficientes
-arbohidratos fermentables; es deficiente en ciertos nutrientes o, si
yuenas practicas de manejo no pudieron seguirse, se hace necesario
gregar un aditivo o un preservativo; con esto se busca lograr un
naterial que mejore el comportamiento animal y la ganancia neta y no

inicamente hacer un ensilaje que se vea o huela mejor.

“uadro 2.3 Clasificacion de los aditivos comunmente empleados en
los ensilajes

wditivo Efecto sobre la Fermentaciéon
Inhibidores Estimulantes
lutritivo Acidos organicos NNP
Propionico Amoniaco
Acético Urea
Lactico Melaza
Foérmico Granos
lo nutritivo Acidos minerales Inoculantes
Sulftrico
Clorhidrico
Fosforico
Férmico

Hidroxido de Sodio

En orden de efectividad el propésito de agregar un aditivo o
reservativo es: agregar nutrientes, proveer carbohidratos fermentables,

1crementar las condiciones Aacidas, inhibir hongos o bacterias no
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deseables, reducir el oxigeno presente y el contenido de humedad y
absorber nutrientes que pudieran perderse por escurrimiento

(Ensminger et al., 1990).

Los acidos propionico, acético, lactico, citrico y féormico son poco
corrosivos, mejoran la preservacion del forraje sin que pierda su
aceptabilidad y son inhibidores de hongos; el acido propionico ha sido el
mas utilizado para prevenir la fermentacion aerobica, reduce las
perdidas por fermentacion y es utilizado como fuente de energia por
parte del animal (Avila et al., 1990). Se recomienda aplicarlos en campo,
al cortar o almacenar el forraje, limitando al maximo la presencia de
oxigeno, debe prevenirse que se diluyan con agua cubriéndose con
materiales plasticos (Ensminger et al, 1990j, la aplicacion de acidos se
recomienda en un rango de 0.5 a 1 por ciento del peso del material a
ensilar. Algunas limitantes del uso de estos materiales son su costo
elevado y su distribucion, que debe ser uniforme en la cosecha (Seglar,

1997).

La adicion de fuentes baratas de nitrégeno no proteico (NNP)Acomo
amoniaco y urea incrementan significativamente el valor nutritivo del
ensilaje (Santacruz et al, 1982 http://www.uach.cl.), éste puede ser
utilizado por los microorganismos ruminales para producir proteina

verdadera en el rumen, la urea (46 por ciento de Nitrogeno) se adiciona a
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un nivel de cinco kg por tonelada, base humeda, o 11.5 por ciento, base
seca; aumenta cuatro por ciento la proteina cruda (de 9 a 13) en maiz,
tiene efecto amortiguador sobre el pH, hay mayor contenido de acido
Aactico debido a una actividad mas prolongada de las bacterias lacticas,
0s hongos son inhibidos por el amoniaco {Avila et al., 1990). El bajo
osto del amoniaco, en lugar de la urea, hace que sea el aditivo mas
atractivo para el ensilaje, ademas que ejerce accion fungicida y aumenta
a concentracion de 4acido lactico, por prolongar el periodo de
ermentacion del material ensilado reduciendo la degradacion de la

yroteina presente (Santacruz et al., 1982).

El amoniaco anhidro actiia como agente buferizante elevando el
>H del ensilaje hasta nueve, prolonga el periodo de fermentacion pero
‘educe el contenido de materia seca, ya que incrementa las pérdidas por
ermentacion anaerobica, degrada parcialmente la estructura de la fibra
'a que rompe las uniones de la hemicelulosa. Usando urea se reducen
as pérdidas de materia seca en un 30 por ciento, ya que se degrada a
unonia y CO»2. La ventaja mas notable es que el pH inactiva las enzimas
roteoliticas disminuyendo la degradacion de la proteina, los resﬁltados
on los mismos que al usar acidos, pero la accién es opuesta (Seglar,

997).
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En el Cuadro 2.4 se muestra el efecto de la adicion de v
niveles de melaza y urea en ensilajes de sorgo forrajero (base sec:
ha encontrado que el amoniaco funciona mejor como aditivo que la
y se aplica con mas facilidad. La melaza se recomienda cuando se f
un bajo contenido de carbohidratos solubles, ya que los provee pa
produccion de acido lactico, por lo que debe procurarse un mez
homogéneo (Avila et al.,, 1990), se mejora la aceptabilidad y el
nutritivo, es util en ensilajes muy humedos, con poco contenid

grano o en forraje muy maduro (Santacruz et al., 1982).

Cuadro 2.4 Efecto de la adicion de varios niveles de melaza y ure
ensilajes de sorgo forrajero (base secaj.

Melaza Urea Materia Proteina Proteina p!
(%o) (%o) Seca (%) Cruda (%) Verdadera(%)

0 0 30.1 7.6 57 4.
0 0.7 28.0 9.0 4.9 4.
0 1.4 27.5 11.1 5.1 4.
S 0 30.3 6.4 4.9 3.
5 0.7 28.9 8.4 4.4 4.
S 1.4 28.2 10.6 4.6 4.
10 0 30.4 7.7 4.9 3.
10 0.7 29.3 8.5 4.4 4.
10 1.4 29.8 8.4 4.8 4.

Santacruz et al. (1982).

Con el uso del grano se conserva del 75 a 80 por ciento del
alimenticio del grano, si el aire es excluido; se mejora la aceptabili
Cuando el forraje verde se ensila con un apropiado contenide

humedad no ofrece ninguna ventaja el agregar grano (Ensminger e
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En el Cuadro 2.4 se muestra el efecto de la adicion de varios
iiveles de melaza y urea en ensilajes de sorgo forrajero (base seca), se
1a encontrado que el amoniaco funciona mejor como aditivo que la urea
» se aplica con mas facilidad. La melaza se recomienda cuando se tenga
1in bajo contenido de carbohidratos solubles, ya que los provee para la
yroduccion de acido lactico, por lo que debe procurarse un mezclado
1omogéneo (Avila et al, 1990), se mejora la aceptabilidad y el valor
wutritivo, es util en ensilajes muy humedos, con poco contenido de

rano o en forraje muy maduro (Santacruz et al., 1982).

~uadro 2.4 Efecto de la adicién de varios niveles de melaza y urea en
ensilajes de sorgo forrajero (base secaj.

Nelaza Urea Materia Proteina Proteina pH
Yo) (Yo) Seca (%) Cruda (%) Verdadera(%)

) 0 30.1 7.6 5.7 4.20
) 0.7 28.0 9.0 4.9 4.38
) 1.4 27.5 11.1 5.1 4.85
'. 0 30.3 6.4 4.9 3.90
. 0.7 28.9 8.4 4.4 4.15
) 1.4 28.2 10.6 4.6 4.43
0 0 30.4 7.7 4.9 3.95
0 0.7 29.3 8.5 4.4 4.08
0 1.4 29.8 8.4 4.8 4.12

antacruz et al. (1982).

Con el uso del grano se conserva del 75 a 80 por ciento del valor
limenticio del grano, si el aire es excluido; se mejora la aceptabilidad.
‘uando el forraje verde se ensila con un apropiado contenido de

umedad no ofrece ninguna ventaja el agregar grano (Ensminger et al.,
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1990}, el grano presenta el inconveniente de ser caro. Otros materiales
jue se han utilizado con buenos resultados son: la cascara de pina,

yulpa de citricos y suero de leche (Avila et al., 1990).

Se han utilizado acidos minerales como sulfurico, clorhidrico y
osforico para reducir el pH drasticamente e inhibir cualquier
recimiento bacteriano, pero son caros, inhiben la proteolisis y es un

yroblema su aplicacion (Avila et al., 1990).

El acido sulftirico se aplica con menos dificultad (Sudano, 1979),
] utilizar altos niveles de acido resulta en un efecto residual en el
‘nsilado 1o que disminuye el consumo por parte de los animales y en el
:aso de los rumiantes predispone a acidosis. En un experimento donde
ie simularon las condiciones del ensilaje y se cultivaron las bacterias
clostridium batyricum, Staphylococcus aureus, Lactobacillus plantarum y
.«actobacillus brevis, la combinacion de acidos minerales y nitrato fue
nas efectiva al inhibir el crecimiento de microorganismos que utilizando

olo acido o solo nitrato (Sudano , 1979).

El acido férmico inhibe parcialmente la fermentacion y la accion
aicial de las bacterias proteoliticas y productoras de acido acético y
utirico, utilizando 2.7 kg de una solucion con 80 por ciento de acido

yrmico por tonelada de forraje fresco (65 por ciento de humedad) las
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bacterias lacticas bajan el pH hasta 4, el aditivo debe mezclarse muy
bien con el forraje (Avila et al, 1990), es utilizado principalmente en
mezclas de pastos ricos en proteinas (Watson y Smith, 1984). El acido
formico aplicado a ensilajes de zacate rye grass resulta en altos niveles
de carbohidratos solubles, bajo contenido de acido lactico y una
digestibilidad ligeramente superior que el tratamiento control no tratado
con ningun aditivo (Smith et al, 1993). Utilizado como esterilizante
ocasiona una fermentacion reducida, el pH se mantiene alto (5.3} sirve
como un protector de la proteina que es utilizada en el intestino delgado,
el consumo del ensilaje es mayor, no hay tanta pérdida de materia seca
por fermentacion; si se aplica en exceso se corre el riesgo de hacer

indigestible la proteina (Avila et al., 1990).

Los inoculantes son cultivos deshidratados que deben cumplir con
varios preceptos; deben tener una rapida tasa de crecimiento para que
dominen sobre los organismos presentes (Raymond et al, 1986),
produzcan altas cantidades de acido lactico rapidamente (Watson y
Smith, 1984} y a la vez ser tolerantes a él, no actuar sobre los acidos
organicos, fermentar azucares y tener poca accion proteolitica.l Debe
tenerse cuidado al adicionar el inoculante en la cantidad adecuada y en
forma homogénea, el numero de organismos presentes por gramo de
forraje fresco es de cien millones aunque es variable, por lo que la

cantidad que se adicione debera ser de minimo 100,000
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nicroorganismos viables por gramo de forraje verde para que compita
idecuadamente con las bacterias presentes. Se busca que las enzimas
ictiten sobre el almidén y por lo tanto reduzcan el pH, se han utilizado
imilasas, celulasas y hemicelulasas. En ensilajes con un alto contenido
le humedad se recomienda un inoculante debido a que el agua diluye
os acidos y se requiere mantener las condiciones acidas, las
eguminosas responden favorablemente ya que tienden a amortiguar el

)H (Avila et al., 1990].

Las enzimas que se agregan al ensilaje incrementan la
lisponibilidad del sustrato para que las bacterias acido lacticas
legraden carbohidratos complejos, son recomendables en cultivos
dtamente buferizados, muchos inoculantes contienen cultivos de
)acterias homofermentativas productoras de acido lactico de los géneros
«actobacillus, Streptococus o Pediococus. La efectividad del inoculante
lepende de la existencia de microorganismos y de la calidad y cantidad
le microorganismos inoculados (Bjorge, 1996), ademas la tolerancia de
as bacterias a los cambios que van ocurriendo durante el proceso de
nsilaje es menor en €l genero Streptococus, posteriormente se desérrolla
«actobacillus y al final los Pedioccocus que son mas tolerantes (Raymond
t al., 1986). Los preparados enzimaticos usados como aditivos en los
nsilados se obtienen de bacterias como: Bacillus subtilis, Aspergillus

iger o Aspergillus Oryzae, estos organismos producen varias enzimas
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incluvendo celulasas, amilasas y proteasas; en ensilados de zacates,
donde los productos de las enzimas han reducido el contenido de fibra y
mejorado la fermentacion, la magnitud de la mejora en ocasiones no

justifica su costo (Seglar, 1997).

Smith et al. (1993) prepararon tres ensilajes con rye grass perenne
uno se trato con un inoculante enzimatico (a base de Lactobacillus
plantarum, Streptococcus faecium y Pediococcus acidilactici), otro con
acido formico y un tercero al que no se le aplico ningun aditivo, los
resultados a la aplicaciéon del in6culo fueron: un alto nivel de acido
lactico y bajo de azucares residuales asi como un aumento en la

digestibilidad del ensilaje.

En un estudio con alfalfa en silos plasticos, donde se utilizéo un
aditivo a base de bacterias; se observé una fermentaciéon homolactica y
una disminucion de pH mas rapida por el aumento de acido lactico, el
agregar bacterias acido lacticas aumento la digestion de la fibra y mejoro
la fermentacion al disminuir el pH drasticamente, también la digestion
in vitro de la fibra en detergente neutro se disminuyé, lo que se atﬁbuyé
a que las enzimas hidrolizaron mas rapidamente la porcion digestible

del forraje (Sheperd et al., 1995).
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MATERIALES Y METODOS
Descripcién del Area de Estudio

En el presente trabajo se utilizd0 zacate rye grass (Lolium
multiflorum Lam) cultivado en praderas de riego en el Municipio de
Parras de la Fuente, Coahuila, cuyas coordenadas geograficas son:
25°27’ latitud norte, 102°11’ longitud oeste, a una altura de 1500 msnm
y una precipitacion media anual de 519 mm. El Clima se clasifica como
Msohx’ (w)(e), que corresponde a un clima seco, semiarido con lluvias
intermedias en verano e invierno, con una temperatura media anual
extremosa entre 7 y. 14°C (Garcia, 1987); los muestreos y analisis de
laboratorio se efectuaron en la Unidad Metabdlica y Laboratorio de

Nutricion y Alimentos de la UAAAN.
Cultivo del Hongo

El cultivo de los hongos Aspergillus flavus y Aspergillus niger se
llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UA de C, donde se proporciond la cepa y se

aislo en cajas petri, previamente esterilizadas en autoclave. Las cajas
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contenian agar de dextrosa saboured. En frascos de un litro de
capacidad se agreg6 agua destilada y se disolvid el agar de dextrosa a
razon de 30 g por litro de agua, los frascos contenian 600 ml de agua.
Se esterilizaron y permanecieron a temperatura ambiente hasta que
solidificé el agar, una vez solidificado se inocularon con una suspension
de esporas de A. flavus y A. niger y se Iincubaron a temperatura
ambiente por 15 dias. En un frasco de vidrio se concentré la biomasa de
la que se tomd6 una muestra y se determind el numero de esporas
viables al microscopio por medio de la técnica de la camara de New

Bawell.
Materiales Utilizados

La pradera de zacate rye grass (Lolium multiflorum Lam) sujeta a
experimentacion lleva establecida 2 anos; el corte del zacate se efectuo el
dia 27 de abril de 1999; una vez cortado se alomilldo para exponerlo a la
luz solar, se monitoreé constantemente hasta que se alcanzé un
contenido de 60 por ciento de materia seca parcial, momento en que fué

>mpacado para su posterior ensilaje.

Se utilizaron 160 microsilos de bolsas plasticas de 23 kg de peso

sromedio para someterse a un proceso de fermentacion de 60 dias.
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Descripcion de los Tratamientos

El azufre se aplico 15 dias antes del corte cuando la planta aun se
contraba en pié el cual fue asperjado al cultivo en el riego por medio
pivote central en désis de 30 kg/ha. La literatura especula con
specto al modo de écci()n de los fungicidas a base de azufre, el azufre
ponerse en contacto con las esporas fungosas es reducido a sulfuro
hidrogeno el cual es toxico para €éstas, las esporas absorben grandes
ntidades de azufre y debido a su gran poder reductor interfiere en la
drogenacion vital y las reacciones de hidrogenacion dentro de la célula
ngosa, en los hongos ricos en lipidos como los mildius polvorientos
sienen mas azufre que otros tipos de microorganismos (Cremlyn,

95).

El inhibidor a base de acido propionico es un aditivo nutritivo
abidor de la fermentaciéon a una concentracion de 63 por ciento, se
liza con la finalidad de inhibir el crecimiento de microorganismos
leseables como hongos y Clostridias en la capa superficial de los
silados. la cantidad de inhibidor de hongos a base de‘écido

ypidnico! aplicada fue de 70 ml.

LFA SAVE ® ALL-TECH
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El tratamiento a base del inoculante bacteriano? para silos es un
estimulante de la fermentacién, elaborado a base de tres 'bacterias
productoras de acido lactico (Streptococcus faecium, Lactobacillus
plantarum y Pediococcus acidilacticiy y cuatro enzimas (celulasas,
hemicelulasas, amilasas y pentosanasas) la finalidad de utilizar enzimas
es de hacer mas disponibles los carbohidratos presentes en el forraje
para las bacterias; el inoculante también incluye un agente
microencapsulante que mantiene viables las bacterias (Diego, 1998), la
cantidad de inoculante aplicado fue de 6 ml en los tratamientos
respectivos, los cuales se disolvieron en agua destilada tibia para su

aplicacion por medio de aspersion.

Disenio de los Tratamientos

En el Cuadro 3.2 se describe el diseno de los tratamientos, el
primer factor corresponde a la aplicacion de azufre con los niveles Oy 1
(nivel mas bajo y mas alto respectivamente), el segundo a la inoculacién
de Aspergillus con los niveles 0 y 1 (nivel mas bajo y mas alto
respectivamente) y el tercero correspondiente a la aplicacion de éditivo
con cuatro niveles (sin aditivo, con inoculante, con inhibidor y la

combinacién inoculante-inhibidor). De las 160 bolsas a la mitad se le

2 SILL ALL ©® ALL-TECH
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aplico acido sulfurico, estas 80 a su vez se dividieron en dos y en ambos
casos se inoculd hongo en 40, la cantidad de hongo inoculado en los
tratamientos respectivos fue de 20 cm?, estas 40 a su vez se dividieron
en 20 para aplicar el inhibidor de hongos, €l inoculante bacteriano y la

combinacién de inhibidor mas inoculante.

. Cuadro 3.1 Diseno de los tratamientos que corresponden a un disefno
completamente al azar con arreglo factorial 2 X 2 X 4

Azufre Inoculacion Aditivos Tratamiento
con
Aspergillus
0 0 1 1
2 2
3 3
4 4
1 1 5
2 §)
3 7
4 8
1 0 1 9
2 10
3 11
4 12
1 1 13
2 14
3 15
4 16

O Corresponde a no aplicacién del producto .
1 Corresponde a aplicacién del producto en las cantidades mencionadas anteriormente

ADITIVOS

! Sin aditivo

2 Inhibidor

3 Inoculante

4 Combinacién (Inhibidor y Inoculante)
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Analisis de Laboratorio y Variables Evaluadas

Las bolsas de cada tratamiento fueron abiertas los dias 30, 35, 40,
15, 50, 55 v 60 a partir del dia en que fueron selladas y que iniciaron el

sroceso de fermentacion.

Se monitore6 la temperatura en el ensilado dentro de cada bolsa
slastica por medio de un termoémetro, se tomaron muestras de zacate en
bolsas de polietileno y se llevaron al laboratorio donde cinco gramos de
orraje fueron diluidos en 100 ml de agua y licuados para la lectura del

OH por medio de un potenciometro.

El resto de las muestras de forraje se colocaron en la estufa de
iire forzado a una temperatura de 60°C para ser secadas y determinar
su contenido de materia seca parcial. Una vez secas se molieron en un
nolino de cuchillas con criba de un milimetro; la cantidad de materia
seca, fibra cruda, proteina cruda, cenizas, extracto etéreo, se determino
le acuerdo al procedimiento descrito por la Association of Official
\nalytical Chemist (1980), extracto libre de nitrégeno y total de
wtrientes digestibles se calculo de acuerdo al procedimiento sugerido

»or Crampton y Harris (1974).
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Las variables medidas y posteriormente analizadas en el presente
trabajo fueron persistencia de aparicion de hongo, potencial hidrégeno,
temperatura, materia seca, cenizas, extracto etéreo, fibra cruda,
proteina cruda, extracto libre de nitréogeno y total de nutrientes

digestibles.

Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Los datos de las variables obtenidas al dia 45 (64 unidades
experimentales) se analizaron por medio de un disenno completamente al
azar con arreglo factorial 2 X 2 X 4 donde A corresponde a la aplicacion
de azufre, B a la inoculaciéon de hongo y C a la aplicacion de los
distintos aditivos (1 sin aditivo, 2 inhibidor a base de acido propioénico, 3
inoculacion de bacterias acidolacticas y 4 combinaciéon) con cuatro
repeticiones (la variable persistencia fue analizada como una variable
categorica), los datos de los siete muestreos se sometieron a regresion
para observar la tendencia y a un analisis multivariado por el método de

componentes principales.
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RESULTADOS

Analisis de las Variables al dia 45

El analisis de las variables al dia 45 muestra diferencia altamente
significativa (P<.01) en la respuesta de las variables persistencia (P) y
cenizas (C) al aditivo, de la temperatura (T) al inoculo y del extracto
etéreo (EE) al azufre. Respuesta significativa (P<.05) se observo en P a la
interaccion inoculo-azufre, en C para inoculo, de extracto libre de
nitrogeno (ELN) para azufre y aditivo y en proteina cruda (PC) para
azufre. El resto de las variables potencial Hidrogeno (pH), materia seca
(MS), fibra cruda (FC) y total de nutrientes digestibles (TND) no
muestran diferencia significativa (P>.05) a los factores ni a sus

interacciones.

Persistencia de hongos

La respuesta de la variable persistencia resultd altamente
significativa (P<.01) de acuerdo al aditivo que se aplicé y significativa

(P<.05) a la interaccion inoculo-azufre. La posibilidad de respuesta
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Cuadro 4.1 Probabilidad de respuesta (presencia o ausencia) de
acuerdo al aditivo que contiene el tratamiento
TRATAMIENTO ADITIVO PRESENCIA AUSENC]
(%) (%)
1 Sin aditivo 75 25
2 Inhibidor 0 100
3 Inoculante 50 50
4 Combinacién 0 100
) Sin aditivo 100 0
6 Inhibidor 25 75
7 Inoculante 75 25
8 Combinacién 25 75
9 Sin aditivo 100 0
10 Inhibidor 50 30
11 Inoculante 100 0
12 Combinacioén 25 75
13 Sin aditivo 75 25
14 Inhibidor 0 100
15 Inoculante 100 0
16 Combinacion 25 75
% 50
2
8 40
10 14— .;i t CIAUSENCIA
o : BMPRESENCI
SIN ADITIVO INHIBIDOR INOCULANTE COMBINACION
ADITIVO
Figura 4.1 Persistencia de aparicién de hongo filamentoso de

acuerdo al aditivo aplicado al dia 45 de iniciado el

proceso de fermentacion.

590



‘Cuadro y Figura 4.1), considerando la prueba categorica de Chi-
~uadrada, nos indica que en los tratamientos donde se aplico inhibidor
1AP)(tratamientos 2, 6, 10 y 14) y la combinacion de inhibidor mas
noculante (COMB) (tratamientos 4, 8, 12 y 16) es donde se observa que
nay menor persistencia de hongos en los microensilados al momento de

abrir la bolsa.

Potencial Hidréogeno

No se observo respuesta de la variable pH a los tratamientos ya
jue tendidé a mantenerse constante como se observa en el Cuadro 4.2
Jue muestra las medias de tratamiento al dia 45 de iniciado el proceso

ie fermentacion.

—uadro 4.2 Promedio de pH de los tratamientos observados al dia 45
de iniciado el proceso de fermentacion.

TRATAMIENTOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
»)H 63 63 6.2 6.1 6.1 6.1 6.2 6.1 6.1 60 63 6.1 6.1 62 6.1 6.1

lemperatura y Materia Seca

La variable temperatura mostré respuesta significativa (P<.05) a el
noculo, es decir la temperatura del ensilado fue mayor cuando no se

noculo el hongo (25.8°C) que cuando se hizo (25.3°C), y no se observo
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respuesta a la aplicacion de azufre o al aditivo. En el caso de la MS n¢
se obtuvo respuesta de esta variable a ninguno de los factores ni a la

interacciones que integran los tratamientos.

Cenizas

El contenido de cenizas se vio afectado por el aditivo (P<.01) y po:
la inoculacion con Aspergillus (P<.05). La prueba de medias indica que
el aditivo con inoculante (IAB) tiene efecto aumentando el contenido d¢
cenizas, ya que éste es mayor con este aditivo (Cuadro 4.3) seguido de
IAP y COMB; el menor contenido de cenizas se presenta en e
tratamiento donde no se aplicd ningun aditivo (Figura 4.2) en cambio e:
mayor cuando no se inocula hongo y a la aplicacion de azufre no s

observa respuesta.

Cuadro 4.3 Cuadro de comparaciéon de medias para la variable cenizas.

Aditivo n Media Tukey
Inoculante 16 8.56 a
Inhibidor 16 8.01 ab
Combinacion 16 7.97 ab-
Sin aditivo 16 7.29 b

*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
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Figura 4.2. Contenido de cenizas promedio de acuerdo al aditivo
aplicado al dia 45 de iniciado el proceso de fermentacion.

Extracto Etéreo

La variable EE muestra respuesta significativa (P<.05) a la
aplicacion de azufre, ya que se obtuvieron valores donde el contenido de
EE fue mayor cuando no se aplicé azufre que con la aplicacion de éste
(3.27 vs 3.22 por ciento respectivamente), también el contenido de EE
fue mayor cuando se aplico IAB (3.33 por ciento), seguido de laACOMB
(3.22 por ciento), el IAP (3.04 por ciento) y el menor contenido lo mostro

el tratamiento control (2.99 por ciento).
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Proteina Cruda

Para la variable PC se observo significancia (P<.05) a la aplicacion
de azufre, es mayor el contenido de PC cuando no se aplica azufre (12.9
vs 11.435 por ciento); con respecto a los distintos aditivos la respuesta no
es significativa (P<.05) sin embargo se observa el mayor contenido de PC
con el aditivo IAB (12.27 por ciento) y el menor con los tratamientos sin

aditivo (11.15 por ciento).

Fibra Cruda

Esta variable no muestra respuesta significativa (P>.05) a ninguno
de los factores ni las interacciones que integran los tratamientos,
numeéricamente se observa que es mayor el contenido de fibra cuando se
inocula (27.74 y 27.11 por ciento respectivamente), asi como en el
tratamiento que no lleva ningan aditivo (27.55 por ciento sin aditivo

contra 27.23 IAP).

Extracto Libre de Nitrégeno

Hay significancia para esta variable a la aplicacion de azufre y al
aditivo, el contenido de ELN es mayor cuando se aplica azufre (50.23

contra 48.98 por ciento); con respecto al aditivo los tratamiento a los
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que no se les aplico aditivo tienen el mayor contenido de ELN (50.99 por
ciento), los tratamientos a base del IAP y la COMB son iguales (49.80 y
49.05 por ciento) y el que contiene [AB muestra el contenido menor

(48.37 por ciento).

Total de Nutrientes Digestibles

No se encontr0 respuesta de esta variable (P>.05) a los
tratamientos probados, aplicacion de azufre, inoculacion de hongo o

aditivos evaluados.

Analisis de las Variables Durante los Eventos de Muestreo

A continuaciéon se reportan las Figuras de las variables que

mostraron los mayores coeficientes de correlacion durante los siete

eventos de muestreo que se iniciaron el dia 30 y se efectuaron cada S

dias hasta el dia 60 de selladas las bolsas.

Persistencia

Los resultados del monitoreo en los diferentes eventos nos
muestran una correlacion positiva de la respuesta de la persistencia del

1ongo de acuerdo al aditivo que fue aplicado (r=0.44)(Figura 4.3).
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Figura 4.3 Persistencia de aparicion de hongos filamentosos de

acuerdo al aditivo aplicado y al valor del pH
prevaleciente, (1 sin aditivo; 2 Inhibidor a base de acido
propionico; 3 Inoculante a base de bacterias; 4
Combinacion).

Potencial Hidrogeno

El pH fue fluctuante a través de los diferentes eventos de

muestreo, (Cuadro 4.4) sin mostrar una tendencia definida en los

diferentes tratamientos conforme avanza el periodo de fermentacion; ya

que no se observa una tendencia a disminuir el pH, éste no es lo

suficientemente bajo para alcanzar la fase anaerdbica y posteriormente

estable del ensilaje.
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Cuadro 4.4.Valores promedio de pH en los diferentes tratamientos
conforme avanzo el periodo de fermentacion.

TRATAMIENTO DIAS DE FERMENTACION

30 35 40 45 50 55 60
1 6.3 6.2 6.2 6.3 6.4 6.4 6.4
2 6.3 6.6 6.3 6.3 6.2 6.2 6.3
3 6.2 6.4 6.3 6.2 6.3 6.4 6.4
4 6.1 6.3 6.2 6.1 6.0 6.3 6.0
> 6.2 6.5 6.4 6.1 6.3 6.4 6.0
6 6.2 6.2 6.0 6.1 6.0 6.3 6.2
7 6.2 6.4 6.3 6.2 6.3 6.4 6.3
8 6.0 6.1 6.4 6.1 6.2 6.2 6.2
9 6.4 6.2 6.3 6.1 6.5 6.5 6.1
10 6.3 6.1 6.2 6.0 6.2 6.3 6.2
11 6.5 6.4 6.4 6.3 6.4 6.5 6.5
12 6.3 6.2 6.1 6.1 6.3 6.3 6.2
13 6.3 6.2 6.3 6.1 6.3 6.3 6.4
14 6.5 6.2 6.4 6.2 6.0 6.1 6.0
15 6.4 6.4 6.4 6.1 6.3 6.5 6.4
16 6.5 6.3 6.4 6.1 6.0 6.4 6.0

Temperatura y Materia Seca

Se observo qué cohforme aumentaba la temperatura ei contenido
de MS se vio disminuido (r=-0.38). Conforme avanzaron los eventos de
muestreo el contenido de MS se fue incrementando (r=0.42), la relacion
entre el contenido de MS y C fue positiva (r=0.42), en cambio entre MSy
FC fue negativa (r=-0.36) debido que a mayores contenidos de MS los

valores de FC se vieron disminuidos.

N
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Cenizas

En la Figura 4.4 se puede observar que los tratamientos con el
aditivo IAB tuvieron el contenido mas alto de C. El contenido de C a
través de los diferentes eventos de muestreo muestra una relacion
positiva con el contenido de PC (r=0.61) (Figura 4.5) y negativa con el

ELN (r=-0.73) (Figura 4.6).
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Figura 4.4 Relacion del contenido de cenizas de acuerdo al aditivo

aplicado ( 1 sin aditivo; 2 Inhibidor a base de acido
propionico; 3 Inoculante a base de bacterias; 4
Combinacion}.
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Figura 4.5 Distribuciéon de las observaciones del contenido de
proteina cruda del zacate rye grass durante los eventos
de muestreo en relacion al contenido de proteina cenizas.
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Figura 4.6 Distribucion de las observaciones del contenido de

extracto libre de nitrégeno durante los eventos de
muestreo en relaciéon al contenido de cenizas.
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Extracto Etéreo

Considerando los siete eventos de muestreo, al relacionar el
contenido de EE se observa una relacion positiva (r=0.62) con el

contenido de PC y negativa con el ELN (-0.55) (Figuras 4.7 y 4.8).

Extracto Libre de Nitrogeno

La relacion de la variable ELN a través de las diferentes fechas de
muestreo con el aditivo aplicado (r=-0.32) se muestra en la Figura 4.9,
donde se puede observar que los mayores contenidos de ELN
corresponden a los tratamientos donde no se aplico ningun aditivo y con
COMB, seguido de IAP, los tratamientos con el aditivo IAB muestran el

menor contenido.
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Figura 4.7 Distribucion de las observaciones del contenido de
proteina cruda del zacate rye grass durante los eventos
de muestreo en relacion al contenido de extracto etéreo.
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Figura 4.8 Distribucion de las observaciones del contenido de

extracto libre de nitrégeno del zacate rye grass durante
los eventos de muestreo en relacion al contenido de
extracto etéreo.
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Figura 4.9 Relacion entre el contenido de Extracto Libre de

Nitrogeno y los aditivos aplicados (1 sin aditivo; 2
Inhibidor a base de acido propionico; 3 Inoculante a
base de bacterias; 4 Combinacion).

Analisis Multivariado

El analisis por medio de componentes principales muestra la
relacion existente entre las variables, el Cuadro 4.5 muestra los
eigenvalores, los componentes y el porcentaje de la variable explicada,
los cuales nos indican que con 3 componentes se explica el 52.05 por
ciento de la varianza total. En el Cuadro 4.6 se puede observar la
relacion de las variables dentro de cada componente; en el componente

uno (CP1) la variable ELN se relaciona positivamente con el componente
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y negativamente con las variables C, EE y PC (Figura 4.10); en el
componente dos (CP2) la variable MS se relaciona negativarﬁente con el
componente y contraria a la variable T (Figura 4.11) y en el tercer
componente (CP3) aditivo y persistencia se relacionan positivamente

entre si y son negativas con el componente (Figura 4.12).

Cuadro 4.5 Eigenvalores y porcentaje de la varianza explicada.

COMPONETE COEF. DE % DELA CORRELACION PORCENTAJE
CORRELACION  VARIANZA ACUMULADA ACUMULADO
TOTAL
1 3.19 24.59 3.19 24.59
2 2.04 15.75 5.24 40.35
3 1.52 11.70 6.76 52.05

Cuadro 4.6 Factores de carga que muestran la relacion de las
variables dentro de cada componente

VARIABLE crl CP2 CpP3
Azufre 0.5489 0.0308 -0.2301
Inoculacion 0.0202 0.0427 0.0503
Aditivo -0.2194 -0.0038 -0.7928*
PH -0.1439 -0.0174 0.2956
Temperatura 0.0362 0.6249* 0.0554
Persistencia -0.0067 -0.0066 -0.8159*
MS 0.0942 -0.8061* 0.0098
Cenizas -0.6318* -0.4678 -0.3242
EE -0.7599* 0.3634 0.0139
FC 0.0710 0.0337 -0.0038
PC -0.8956* -0.0033 -0.1655
ELN 0.8682* 0.1336 0.2385
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DISCUSIONES

Analisis de las Variables al dia 45 y durante los Eventos de
Muestreo

Persistencia del Hongo

La respuesta significativa del inhibidor y de la combinacion
inhibidor mas inoculante para combatir la persistencia de hongos
filamentosos coincide con lo reportado por Church (1991) donde el
inhibidor disminuye el crecimiento de hongos y reduce el calentamiento
causado por la fermentacion (Church y Pond, 1992), en el trabajo de
Weinberg et al. (1993) los aditivos disminuyen la actividad microbial

indeseable y reducen el deterioro.

Chen et al. (1994) en cambio observaron mejor respuesta con
inoculantes a diferencia del presente trabajo. Yan et al. (1998) ensilando
zacate encontraron un efecto minimo del inoculante sobre las

principales caracteristicas de la fermentacion.
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Potencial Hidrogeno

El pH monitoreado en el presente trabajo fue constante a través
de los eventos de muestreo, ademas de no mostrar respuesta a los
diferentes tratamientos aplicados, lo que difiere a lo reportado en el
trabajo de Kung et al. (1987) donde tuvieron pequenas disminuciones de
pH en los silos tratados, en cambio Lunden-Peterson y Lindgren (1990},
Smith et al. (1993} y Yan et al. (1998) tuvieron marcadas disminuciones
de pH al agregar inoculantes bacterianos, Weinberg et al. (1993) por su
parte al agregar un inoculante no observaron reducciones en el pH, pero
al combinarlo con enzimas fue efectivo al respecto, resultados similares
reportan Fredeen y McQueen (1993) en alfalfa y gramineas ensilados

con contenidos de MS de 40 por ciento promedio.

Narasimhalu et al.(1992) no observaron efecto de sus tratamientos
(inhibidor e inoculante) en ensilados de timothy (Plehum pratense). Los
valores reportados en el presente trabajo coinciden con los de I.Selmer-
Olsen et al. (1993) al momento de ensilar para el zacate rye grass, pese a
que tuvieron un contenido de 20.1 por ciento de materia seca, a‘los 60
dias los valores en el pH han disminuido hasta 3 unidades

manteniéndose asi hasta el dia 116.
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Temperatura

Los monitoreos de la temperatura se iniciaron a partir del dia 30
de sellada la bolsa e iniciado el proceso de fermentacion por lo que no se
pudo apreciar las fluctuaciones en.la temperatura caracteristicas de la
fermentacion en los primeros 21 dias. Debido al tamano de particula y
contenido de humedad, en el material ensilado fue dificil lograr un
compactamiento total, y no se logro la fase estable del ensilaje donde
prevalecen las condiciones anaerdbicas, varios laboratorios (Church,
1991) reportan que en henilajes (zacates de baja humedad o ensilajes de

zacates y leguminosas) son frecuentemente mas danados por el calor.
En ensilados de alfalfa y gramineas (Fredeen y McQueen, 1993)
los promedios de temperatura del dia 1 al 26 siguen un patron normal y

no sobrepasan 40°C indicando una fermentacioén favorable .

Materia Seca

No se observo respuesta de la variable materia seca a ninguno de
los tratamientos aplicados, asi como tampoco durante los diferentes
eventos de muestreo. Keady y Steen (1994) en zacate rye grass con un
bajo contenido de materia seca y carbohidratos solubles al tratarlo con

un inoculante enzimatico observaron un efecto benéfico sobre la
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fermentacion del material ensilado sin modificaciones al contenido
materia seca y Chen et al (1994) después de ensilar tanto su contr
como el tratamiento tuvieron un contenido de materia seca menor que

del forraje al momento de ensilar.

El trabajo de Lunden-Peterson y Lindgren (1990) muestra que
sustrato disponible y la cantidad de materia seca tuvieron may
influencia sobre la calidad del ensilaje que los aditivos que aplicaro
Los ensilajes con un bajo contenido de humedad tienden a ser men
estables a las condiciones aerdbicas debido a la falta de acidez y gre

concentracion de acetato residual (Kung et al., 1987).
Cenizas

Los tratamientos a los que se les aplico el inoculante fueron I
que presentaron mayor contenido de cenizas lo cual pudo deberse
multiplicacion de la poblacién bacteriana (exponencial) lo que implic
un incremento en la cantidad de constituyentes y estructuras celular
(Brock, 1978; Preston y Leng, 1989) como macro y microminerajes, le
bacterias tienen la capacidad de extraer y concentrar mineral
esenciales y ante la deficiencia de estos nutrientes reducen la eficienc

en su crecimiento (Brock, 1978; Leng, 1990), al completar su ciclo ¢
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vida las bacterias mueren y sus constituyentes minerales contribuyen al

contenido de cenizas del material ensilado.

Keady y Steen (1994) reportan un contenido de cenizas en el
forraje mayor en el tratamiento control y menor el tratado con un

inoculante enzimatico a diferencia del presente trabajo.

Keady et al. (1994), utilizando tres tratamientos (control, acido
formico e inoculante bacteriano) tuvieron contenidos de cenizas al
momento de ensilar de 12, 12.1 y 12.8 por ciento respectivamente. En
los tratamientos de Anderson et al. (1989), el contenido de cenizas al

momento de ensilar se ve incrementado con el proceso de ensilaje.

Extracto Etéreo v Proteina Cruda

Las plantas tienen una composicion relativa de proteinas de
moderada a baja (Church y Pond, 1992), en el presente trabajo se
observan incrementos en el contenido de EE y PC lo que se asocia
negativamente con el contenido de ELN que se explicara posteriorfnente.
En el trabajo de Keady et al. (1994) el contenido de PC al momento de

ensilar se disminuy6 después de ensilaje.
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Fibra Cruda

El contenido de fibra cruda no se vio disminuido posterior
proceso de ensilaje con ninguno de los tratamientos aplicados,
trabajos como los de I.Selmer-Olsen et al. (1993); Yan et al. (1998)
Chen et al. (1994) en los que aplicaron inoculantes, los azucares q
conforman Ios carbohidratos estructurales de las plantas fuer:
liberados y constituyeron un sustrato para la fermentacion de
microflora del silo que se reflejo en disminuciones del contenido de fib
(fibra en detergente neutro y fibra en detergente acido) posterior

proceso de ensilaje.

Extracto Libre de Nitrégeno

El ELN es un dato que se obtiene por diferencia y es
representado por los glucidos altamente solubles o disponibles, esta
la razon de que incrementos en los contenidos de EE y PC se van
reflejar en disminuciones del valor del ELN, al haber mas proteina
grasas se disminuyen los carbohidratos solubles, los resﬁltad'
obtenidos en le presente trabajo donde los mayores contenidos de EL
se encuentran en los tratamientos donde no se aplicé ningun aditiy
difieren a los resultados reportados por I.Selmer-Olsen et al. (1993) Ye

et al. (1998) y Chen et al. (1994) donde los aditivos bacterianos
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enzimaticos muestran efecto positivo sobre | los carbohid
estructurales apoyando el proceso de fermentacion del ensilaje, si
en el presente trabajo esto sucedio, los carbohidratos solubles p
alta disponibilidad pudieron haber sido metabolizados a acido Ié
(Church y Pond, 1992} lo que ocasioné que no se pudieran cuant
en el presente trabajo. Keady et al. (1994) observaron que el cont
de carbohidratos solubles se incremento posterior al proceso de ens

mayormente donde se aplicé acido féormico.
Analisis Multivariado

Los resultados del analisis multivariado muestran e
componente principal uno que los incrementos en el contenid
extracto etéreo, proteina cruda y cenizas disminuyen el contenic
extracto libre de nitrogeno, como se explico anteriormente el ext
libre de nitrégeno se obtiene por diferencia por lo tanto los incremu
en los dos primeros nutrientes ocasionaran disminuciones e
contenido de extracto libre de nitréogeno que corresponde ¢

carbohidratos solubles (Crampton y Harris, 1969).

En materiales ensilados demasiado secos o mal compactad
produce un calor excesivo y por lo tanto incrementos en la temper:

favoreciendo el desarrollo de hongos, ademas de aumentarse
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perdidas de materia seca (Church y Pond, 1992) lo que se observe

segundo componente.

La relaciébn negativa en el componente principal tres en
aditivo aplicado con la respuesta de la variable persistencia muesti
hubo efecto de los aditivos aplicados para disminuir la aparici
hongos filamentosos lo que concuerda con los trabajos de Ensmin

al. (1990} y Yan et al. (1998).
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CONCLUSIONES

El aditivo a base de acido propidnico y la combinacion de éste c«
bacterias acidolacticas tienen efecto sobre el material disminuyendo
incidencia de hongo, se asume se debi6é a el efecto de la acidez sobre
forraje ensilado, se concluye que la aplicacién de acido propioénico en dos
de 3.04 ml/kg de forraje ensilado es efectivo en disminuir la persistenc
de hongo filamentoso, por lo tanto es innecesaria la aplicaciéon de azufre

de bacterias acidolacticas, que so6lo incrementarian los costos.

La Unica fracciéon nutritiva afectada fue el contenido de cenizas ¢
los tratamientos en los que se aplico bacterias acidolacticas, que puc
deberse a que las bacterias al completar su ciclo de vida aportan I
minerales que forman parte de su organismo, concluyendose que
inoculante bacteriano modifica el contenido de cenizas y la aplicaciéon ¢
azufre e inhibidor a base de acido no modifican el contenido nutritivo d

ensilado.

El inhibidor a base de acido propionico es el aditivo que disminuye |

incidencia de hongo sin afectar el contenido nutritivo del microensilado.
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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con la finalidad de determinar el
aditivo que evite la proliferacion de hongos filamentosos en la superficie
de microensilados de zacate rye grass y observar si hay repercusion

sobre el contenido nutritivo.

Los aditivos para ensilajes se han utilizado con la finalidad
mejorar o preservar la calidad del material ensilado evitando su
deterioro actuando como inhibidores o bien estimulantes de la
fermentacion. Por tal motivo se utilizaron 160 bolsas de zacate rye grass
de 23 kg de peso, cultivado y cosechado en praderas bajo riego en el
Municipio de Parras de la Fuente Coahuila, los aditivos se aplicaron al
momento de ser empacado y sellado, De estas 160 bolsas, 64 se
distribuyeron aleatoriamente en un disefio completamente al azar con
arreglo factorial AXBXC, el factor A lo conformo6 la aplicacion de azufre
con dos niveles (sin y con), el factor B la inoculacién de hongo
Aspergillus también con dos niveles (sin y con) y el tercer nivel se refiere
al tipo de aditivo aplicado (sin aditivo, inhibidor, inoculante,

combinacion inhibidor-inoculante).
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Las variables analizadas fueron: presencia de hongo, temperatura
dentro de la bolsa, pH, materia seca, "cenizas, extracto etéreo, fibra
cruda, proteina cruda. extracto libre de nitrogeno y total de nutrientes
digestibles, se realizé6 un analisis de varianza al dia 45, se reportaron las
variables que mostraron los mayores coeficientes de correlacion durante
los eventos de muestreo y se analizd la relacion entre variables por

medio de componentes principales.

El analisis de las variables al dia 45 mostré diferencia altamente
significativa (P<.01) en la respuesta de las variables persistencia y
cenizas al factor aditivo, los valores mas altos en el porcentaje de
ausencia de hongo lo reportaron los tratamientos donde se utilizo el
inhibidor y la combinacién; el contenido mas alto de cenizas lo
reportaron los tratamientos donde se utilizo el inoculante. Se observo
respuesta significativa (P<.05) en persistencia a la interaccion inoculo-
azufre, en cenizas al factor inoculo, el extracto libre de nitréogeno a los
factores azufre y aditivo y en proteina cruda al factor azufre. El resto de
las variables no mostraron diferencia significativa (P>.05) a los factores
ni a sus interacciones. Se observo relacion positiva en las vafiables
persistencia-aditivo, temperatura-materia seca, materia Sseca-cenizas,
cenizas-aditivo, cenizas-proteina cruda, extracto etéreo-proteina cruda;
y relaciones negativas entre las variables materia seca-fibra cruda,

cenizas-extracto libre de nitrégeno y extracto etéreo-extracto libre de
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nitrogeno. El método por componentes principales relaciona la
variables cenizas, proteina cruda v extracto etéreo negativamente coi
extracto libre de nitrégeno, a materia seca con temperatura y L

persistencia de hongo con el aditivo.

En conclusiéon el aditivo a base de acido propionico y I
combinacion de éste con bacterias acidolacticas tienen efecto sobre ¢
material disminuyendo la incidencia de hongo, lo que se asume se debi
a el efecto de la acidez sobre el material ensilado, la aplicacién solo d
acido propidnico en dosis de 3.04 ml/kg de forraje es efectivo el
disminuir la persistencia de hongo filamentoso, por lo tanto e
innecesaria la aplicacion de azufre o de bacterias acidolacticas que sol
incrementaria los costos. La tunica fraccién nutritiva afectada fue €
contenido de cenizas en los tratamientos en los que se aplicé bacteria
acidolacticas, lo que pudo deberse a que las bacterias al completar st
ciclo de vida aportan los minerales que forman parte de su organismo, €
inoculante bacteriano modifica el contenido de cenizas y la aplicaciéon di
azufre e inoculante a base de acido no modifican el contenido nutritiv
del ensilado. El inhibidor a base de acido propidénico disminuye I

incidencia de hongo sin afectar el contenido nutritivo del microensilado.
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