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RESUMEN

Uno de los principales problemas que en México se presenta, es el incremento de
desechos sdlidos y liquidos organicos e inorganicos, que se originan tanto en los
nucleos domésticos (residuos urbanos) como en zonas agroindustriales y
forestales.

Uno de los desechos solidos, es la paja utilizada en el cultivo de hongos
comestibles, como son las setas (Pleurotus spp.). Su produccion ha estado
realizandose de manera continua pero en escalas menores, por o que se generan
ciertas cantidades de desechos. Por otro lado, en la investigacion que presento
aqui se ha usado lactosuero proveniente de la elaboracion de queso tipo Oaxaca,
que puede ser usado como aditivo en distintas fermentaciones ya que su contenido
de lactosa es alto. Si se considera que tanto la paja de desecho de los hongos
comestibles como el lactosuero pueden ser utilizados en conjunto formando un
ensilaje, es importante estudiar detalladamente esta relacion, asi como identificar
las caracteristicas fisico-quimicas (humedad, cenizas, grasa, fibra y proteina),
relacionadas con la adaptacion antes y después de la digestibilidad.

En este trabajo se establecieron 5 ensilajes de paja con micelio de Pleurotus spp.
con diferentes concentraciones de lactosuero (0, 12.5, 25, 50 y 100%), los cuales
fueron analizados en 0, 45 y 90 dias. Con las distintas concentraciones de
Lactosuero ajustando la humedad relativa del ensilaje a 70-75%. Se realizaron
digestibilidades in situ por 48 horas., en una vaca Holstein, que contaba con fistula
ruminal, los ensayos in situ se realizaron en bolsas de nylon con un tamafo de
poro de 40um, las cuales contenian ensilado seco.

Los resultados mostraron que existieron diferencias significativas (P<0.05) en
materia seca durante el proceso de ensilaje, con una digestibilidad de 36.23 -
37.39%. Ademas, se observaron diferencias significativas (P<0.05) en el contenido
de fibra detergente neutro durante el proceso de ensilaje, sin registro digestibilidad.
Los valores de proteina se situaron entre 5.13 — 5.74% al inicio del proceso de
ensilaje con diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05), al igual que
su digestibilidad.



El contenido de extracto libre de nitrdbgeno no presentd diferencias significativas
entre los tratamientos (P>0.05), asi como en el contenido de cenizas. En cuanto a
la digestibilidad de Cenizas mostré un comportamiento creciente, con valores entre
62.71 - 72.49% a los 90 dias.

Los valores de pH al inicio del proceso de ensilaje se situé entre 6.37 — 6.88 sin
indicios de bajar, sin embargo subi6 hasta valores de 8 a los 45 dias,
manteniéndose asi hasta los 90 dias.

Por lo anterior se puede concluir que el ensilado de paja de Pleurotus ostreatus
adicionado con lactosuero acido pueden generar condiciones indeseables para la
obtencién de ensilado de buena calidad, el cual no tiene aporte nutritivo para los

rumiantes.



. INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que México presenta, es el incremento de
desechos sdlidos y liquidos organicos e inorganicos, que se originan tanto en los
nucleos domésticos (residuos urbanos), como en zonas agroindustriales y
forestales (Camacho et al., 2003). De acuerdo con Falla-Cabrera 1995, sdlo el 75%
de la basura es colectada para depositarla en rellenos sanitarios y tiraderos,
mientras el 25% restante no es colectada, vertiéndose a los arroyos y rios sin
ninguna consideracion sanitaria previa. Entre los usos técnicamente factibles que
se han destinado a este tipo de residuos, se encuentra la formulacion de
complementos alimenticios o como forrajes para animales.

Uno de los desechos sdlidos, es la paja utilizada en el cultivo de hongos
comestibles, como son las setas (Pleurotus spp.), su produccion ha estado
realizandose de manera continua pero en escalas menores, de tipo rural y muy
rusticamente (Fernandez, 2001), por lo que se generan ciertas cantidades de
desechos. Por otro lado, el lactosuero proveniente de la elaboracion de queso tipo
Oaxaca, es muy probable que pueda ser usado como sustrato base en distintas
fermentaciones ya que su contenido de lactosa es alto (Campos et al., 2003). Si se
considera que tanto la paja de desecho de los hongos comestibles como el
lactosuero pueden ser utilizados en conjunto formando un ensilaje, es importante
estudiar detalladamente esta relacion, asi como identificar las caracteristicas fisico-
quimicas relacionadas con la adaptacion.

Una medida de degradacién de proteina en el rumen, es la técnica de
digestibilidad in situ, llamada asi debido a que se realiza en el mismo sitio que
produce la degradacion de la proteina, la cual implica suspender en el rumen de
animales fistulados una bolsa que contiene la materia prima.

La atraccion del método in situ se basa en la facultad de comprobar
facilmente la degradacion de la proteina. También permite usar animales
alimentados con piensos comerciales normales, ademas facilita controlar un mayor

numero de materiales que utilizando los tradicionales métodos in vivo.



En esta tesis se estudié la digestibilidad in situ de ensilados de paja con
micelio de Pleurotus ostreatus, utilizando como aditivo lactosuero acido en distintas

concentraciones.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Rumiantes

Los mamiferos que se clasifican como rumiantes tienen caracteristicas de
morfologia y fisiologia digestivas que los diferencian de los demas animales de
granja. Los rumiantes tienen la extraordinaria capacidad para ingerir y utilizar
forrajes como pastos, henos, pajas y ensilado para cubrir sus necesidades
nutritivas, mediante la digestion microbiana y otros procesos vitales que tienen
lugar en el reticulo-rumen.

Las principales diferencias estan en la porcion anterior del tubo digestivo; A
diferencia del hombre, cerdo, rata, perro y otros muchos animales cuyo estomago
tiene un solo compartimiento, el ganado vacuno y los demas rumiantes poseen un
estobmago complejo con cuatro compartimentos. Estos cuatro compartimentos son

el rumen o panza, reticulo, omaso y abomaso o estémago verdadero (Miller, 1989).

2.2 Microbiota ruminal

Es precisamente la presencia de microorganismos en el rumen lo que confiere al
animal sus caracteristicas digestivas diferenciales con respecto a otros mamiferos
domeésticos, el alimento permanece en el rumen mientras que las bacterias y los
protozoos celuloliticos desdoblan de los glucidos estructurales o complejos
(celulosa) obteniéndose el disacarido celobiosa y unidades de glucosa. Ademas se
aprovecha el nitrégeno no proteico para su conversion en aminoacidos y proteinas
microbianas, sintesis de la gran mayoria de las vitaminas hidrosolubles, produccion
y utilizacion de acidos grasos de cadena corta como fuente de energia metabdlica,
asi como neutralizacion de compuestos quimicos detrimentales presentes en el
alimento (Shimada, 2005).



Bacterias de rumen

La poblacion de bacterias es variable entre 5,000 y 20,000 millones por gramo de
contenido ruminal, las cuales muestran gran diversidad de géneros y especies, de
un tamafno de cuatro micras en promedio, exclusivas del tubo digestivo,
principalmente del reticulo-rumen (las mismas especies estan presentes en el
intestino grueso, aunque en concentraciones de solo de 10 a 1000 millones por g
de digesta, y en proporciones diferentes), tienen especificidad segun el huésped
(las del liquido ruminal de bovinos no crecen bien en liquido de ovinos).

Al igual que las particulas del contenido ruminal, las que se adhieren a los
alimentos se encuentran en forma estratificada, estas son digeridas en el conducto
gastrointestinal y constituyen la principal fuente de proteina y vitaminas del animal.
De acuerdo con el sustrato pueden ser Gramnegativas (como las que fermentan
forrajes) o Grampositivas (principalmente las que desdoblan granos como los
lactobacilos). Todas son anaerodbias facultativas. Las bacterias se seleccionan con
base a una capacidad de adaptacién a los cambios ecoldgicos ruminales y a su
capacidad de trabajo bioquimico, las que sobreviven soélo aquellas especies que
pueden adaptarse mas rapidamente y crecer al maximo en un medio dado. De los
sistemas de clasificacién bacteriana existentes, probablemente los mas aceptados
son los que se basan en el tipo de sustrato sobre el que actuan las bacterias. De
este modo, se dividen en celuloliticas (Fibrobacter succinogenes y Ruminococcus
albus), hemicelulolitias, amiloliticas, sacariliticas, utilizadoras de acidos,
proteoliticas, lipoliticas, hidrogenantes, metanogénicas, entre otras, que tienen
dualidad de funciones (Shimada, 2005). Si un rumiante pasa de celulosa a una
alimentacién rica en almidon (cereales por ejemplo), se desarrollan bacterias
digestoras de almidon (Ruminobacter amylophilus o  Succinomonas
amyloyitica)(Madigan, T. et al., 2004).

También existen protozoarios que tienen caracteristicas funcionales
comunes, asi como levaduras y hongos (como Neocalimastix), los cuales son
anaerobios, que alternan una forma flagelada y otra filamentosa, su numero es

similar y por tanto sus funciones igual de trascendentes (Madigan, T. et al., 2004).



2.3 La digestion de los alimentos en el rumen (reticulo-rumen) y la sintesis de

los principios nutritivos para su utilizacién por el ganado vacuno

El ganado vacuno produce cantidades enormes de saliva (alrededor de 115 L / dia)
que lubrica el alimento y facilita la deglucion. En la saliva se encuentran
abundantes cantidades de compuestos tampon, especialmente bicarbonatos y
fosfatos, que son factores clave para el mantenimiento de pH del rumen dentro del
intervalo adecuado, entre 6.5 y 7.2, para el funcionamiento eficaz de los
microorganismos. Al mismo tiempo, proporciona diversos nutrientes necesarios
para los microorganismos (Church y Pond, 1998).

Una de las mas notables e importantes relaciones simbidticas de la
naturaleza, es la existente entre los animales rumiantes y los microorganismos de
su reticulo-rumen, los cuales llevan a cabo una serie numerosa de
descomposiciones, transformaciones y reacciones sintéticas, para lograr la sintesis
de nutrientes esenciales, como las vitaminas del grupo B, vitamina K y los
aminoacidos esenciales y la utilizacion de compuestos nitrogenados no proteicos
(NNP), que de otra forma apenas serian utilizables. EI rumen puede considerarse
como una cuba de fermentacion liquida o semisolida sumamente compleja y eficaz
que contiene miles de millones de microorganismos por mililitro. La proporcién
relativa de los distintos microorganismos cambia sustancialmente con los diferentes
tipos de alimentos consumidos, puesto que esta adaptacion de las poblaciones
microbianas requiere tiempo, por ello conviene evitar los cambios bruscos en la
alimentaciéon, las modificaciones importantes de la dieta deben realizarse
gradualmente (Bath, L. et al., 1982).

Los carbohidratos mas abundantes producidos por las plantas son los
almidones y las celulosas. De los carbohidratos de los granos de cereales, la
mayor proporcién corresponde al almidon, en tanto que las hojas y los tallos, que
son las partes estructurales de las plantas, contienen gran cantidad de celulosas y
carbohidratos complejos. Los no rumiantes como el hombre, que son capaces de
digerir el almidon y los azucares sencillos, no pueden, sin embargo, digerir la

celulosa. Sin los microorganismos del rumen, el ganado vacuno se diferenciaria



poco de los animales monogastricos. Los microorganismos del rumen convierten
con mucha eficiencia la celulosa y compuestos afines como la hemicelulosa en
productos que pueden utilizarse como fuente de energia para el animal. Los
productos formados son, fundamentalmente los acidos acético, propidnico y
butirico, que reciben la denominacion general de acidos grasos volatiles (AGV).

Puesto que gran parte de los carbohidratos de los forrajes son celulosa y
compuestos afines, el ganado vacuno puede utilizar estos alimentos como una
importante fuente de energia. Aproximadamente el 60-80 % de la energia utilizable
por el ganado vacuno procede de los AGV. Los microorganismos del rumen
también convierten los azucares sencillos y los almidones en AGV, aunque no
siempre es lo mas importante para la nutricion animal. En algunas circunstancias
pueden producirse grandes cantidades de acido lactico en perjuicio del animal.

Otra gran funcion de los microorganismos del rumen es la utilizacion de los
compuestos que poseen nitrégeno no proteico (NNP), para sintetizar proteina o
aminoacidos, si existen carbohidratos que proporcionen la energia necesaria. Esto
le permite al ganado vacuno consumir compuestos nitrogenados sintéticos o
residuales para sintetizar una proteina de alta calidad, de gran valor para la
nutricion humana.

Los microorganismos del rumen también producen grandes cantidades de
biéxido de carbono y metano, que normalmente son eliminados del rumen por
eructacién, asi como por absorcion en la sangre. Si no se eliminaran los gases se

produce una grave dilatacién del rumen conocida como timpanismo.

2.3.1 Absorcioén y utilizacion de los acidos grasos volatiles (AGV)

La mayor parte de los AGV producidos en el rumen se absorben directamente a
través de la pared del rumen y en cantidades menores en el reticulo, omaso e
intestino grueso. Tras la absorcion, el metabolismo y la utilizacion de acetato,
propionato y butirato son muy diferentes.

En los tejidos del ganado el propionato es convertido en glucosa. Puesto que

los microorganismos del rumen utilizan y fermentan los almidones presentes,



queda muy poca cantidad de glucosa para ser absorbida tras la digestion de los
alimentos. La transformacién del propionato en glucosa en los tejidos, es muy
importante, ya que la glucosa es el punto de partida para la formacion de la lactosa
en la leche.

Ademas, la glucosa no sélo es una fuente importante de la energia para la
sintesis de la leche, sino que es el precursor de la fraccién de glicerol en la
molécula de grasa de la leche. El acetato no se convierte tan facilmente en
glucosa, sino que se utiliza como precursor de los acidos grasos de la leche, por el
tejido mamario. Hasta el 50% de los acidos grasos de la leche derivan del acetato.
El acetato, el propionato y el butirato se utilizan como fuente de energia en
numerosas reacciones muy complejas que tienen lugar en los tejidos corporales
(Miller, 1989).

2.4 Importancia de los nutrientes para la secrecidén lactea

Teniendo en cuenta que la finalidad del ganado vacuno lechero es la produccion de
leche, se ha prestado una atencion especial a la administracion de los nutrimentos
necesarios para una optima produccion de leche. Las vacas lecheras de alta
produccion segregan diariamente una gran cantidad de nutrientes de alta calidad
para el consumo humano. Consecuentemente, para mantener una elevada
produccion se necesita de una cantidad enorme de la mayoria de los nutrientes,
superior a la de la suma de las demas funciones, ademas de la 6ptima utilizacién
de muchos nutrientes de la racién. De hecho, una alta producciéon hace que las
cantidades necesarias para mantenimiento sean relativamente menores, lo cual
explica la alta eficiencia de la vaca lechera en comparacioén con los animales de
carne.

La eficiencia total en la conversion de los nutrientes especificos en
nutrientes de la leche varia notablemente. Normalmente la leche producida
contiene aproximadamente, 17 % de la energia y 25 % de la proteina consumida
por la vaca durante el transcurso de su vida (Miller, 1989).



2.5 Digestibilidad

El valor nutritivo de los diferentes forrajes, incluso de la misma especie, varia
enormemente, aunque la diferencia es menor entre los granos y demas
concentrados. Teniendo en cuenta las variaciones en el contenido de los nutrientes
y el costo de los mismos, es crucial la investigacion de estos para la alimentacion
practica del ganado.

La gran variabilidad existente entre la naturaleza de los alimentos y forrajes,
hace totalmente imposible la valoracion exacta de los alimentos para todos los
nutrientes, a partir de algunas determinaciones sencillas. La mayoria de estas
determinaciones se realiza mediante técnicas quimicas o métodos bioldgicos,
aunque en muchos de los casos se incluyen ambos tipos de determinaciones.

Uno de los principales métodos bioldégicos para la valoracion de los
alimentos es la digestibilidad, el conocimiento y la comprension de lo que es el uso
de un nutrimento es indispensable para poder evaluar los alimentos o para definir
las necesidades de ellos en el desarrollo de patrones de alimentacion para los
animales (una recopilacion de las necesidades nutricionales ante diversas
situaciones). La utilizacién de un nutrimento que proviene de cierta clase de
alimentos puede sufrir alteraciones segun la clase de alimentos, la clase de aparato
digestivo, la especie animal, edad, el nivel de consumo (plano de nutricidn),
procesamiento del alimento, las necesidades de nutrimento, enfermedades,
parasitismo y condiciones adversas de varias clases.

Uno de los parametros utilizados para evaluar la digestibilidad de materia
seca digerida, es la técnica in vitro, la cual fue desarrollada en los pasados 40
afios, tal como la técnica in vitro de Tilley y Ferry, (1963), otra técnica es la
pepsina-celulosa (Mcleod y Minson, 1978; Aufrére y Michalet-Doreau, 1988) y la
técnica de cuantificacion de gas (Gosselink et al, 2004).



Digestibilidad In vivo

La digestibilidad definida como la porcion del alimento aparentemente digerido en
el tracto digestivo.

Una desventaja de la metodologia in vivo es que, para cada materia prima,
dan un valor unico que solo es aplicable en las condiciones de alimentacion
experimentales. De esta forma no se tiene la informacion sobre el ritmo de
degradacion y tampoco se pueden hacer correcciones para el periodo de
permanencia en el rumen, que pueden variar en otros regimenes alimenticios. A
pesar de la ambiguedad que representa el hecho de que, con estos métodos, se
obtengan valores absolutos, se ha conseguido una extensa informacion sobre el
metabolismo proteico en el rumen. No obstante, estos métodos no son adecuados
para el analisis del gran numero de ingredientes empleados en la formulacion de

piensos compuestos (Verité et al., 1987).

Digestibilidad In vitro

Tras el objetivo principal de la determinacion de digestibilidad, el método in vitro
consiste en la determinacion de la degradacién de forraje, mediante la accién de
enzimas o microorganismos obtenidos del rumen, mediante técnicas de laboratorio,

logrando simular condiciones de fermentacion similares a las de rumen.

Digestibilidad In situ

El fundamento de la técnica in situ se empled por primera vez para calcular la
digestibilidad de hojas administradas al ganado ovino en capsulas perforadas de
latén. En el método actual los alimentos se colocan en bolsas porosas de nylon y
éstas se suspenden en el rumen mediante una intervencién quirurgica (Fig. 1).
Este método ha sido empleado con resultados diversos durante este siglo pero fue
Orskov (1978), el primero en apuntar la posibilidad de emplearlo para determinar
los valores de la degradabilidad de las proteinas, y se usa en el sistema propuesto
por el Agricultural Research Council (ARC) y ha sido usado por diversos

investigadores.



Figura.1 Bolsas de nylon que contienen muestra en estudio de digestibilidad in

situ.

El interés del método radica en la posibilidad de establecer la secuencia de ritmo
de la degradacion proteica. También permite el empleo de animales alimentados
con raciones comercializadas y, aunque exige una intervencion quirurgica, puede
aplicarse a un mayor numero de materias primas que los métodos in vivo.

Una ventaja mas es la capacidad de estudiar el valor nutritivo de los residuos del
alimento incubado en el rumen, con fin de estimar la contribucién cualitativa de la
proteina no degradada que llega al duodeno (Maynar et al., 1987).

Con este método pueden cometerse errores si no se presta la consideracion
adecuada a la posible pérdida de particulas muy pequefas presentes en las
bolsas, el tamafio de las particulas del alimento colocado en las bolsas o a las
dietas administradas a los animales experimentales (Fig. 2). El método in situ
define y ordena los alimentos de acuerdo con el ritmo y el potencial de
degradacion. Segun Miller, (1989) el tiempo de incubacién requerido para estimar
la degradabilidad potencial de la materia seca, de los componentes de la pared
celular o de cualquier otra fracciébn no ha sido del todo acordada, ya que se
menciona que el valor se alcanza al cabo de 48 a 120 h de incubacion o
permanencia en el rumen, mientras que por otra parte se propone para los
concentrados, de 24 a 60h en forrajes de buena calidad y de 48 a 72h para forrajes

de mala calidad Soto (1995). Orskov (1978) sugiere determinar la amplitud de la



degradacion cuando haya desaparecido de las bolsas el 90% de la materia seca
digestible. Una tercera posibilidad consiste en determinar un ritmo constante de
desaparicion, a partir de la representacion logaritmica de la proporcidn de nitrogeno

que permanece en el residuo no degradado.

Materias primas

. pesar en atar
analizadas en —
proteina y MS lintruducir al rumen
Bolsas de
nvlon
Digestihilidad materia seca
en el rumen perdida %o
retirar despues de 48h
analisis de residuo ¢ pesar ¢ secar ¢

Figura 2. Diagrama de técnica de digestibilidad in situ

2.6 Alimentos para animales

Se puede definir a un alimento como cualquier componente de una racién que tiene
alguna funcion util. La mayoria de los alimentos son una fuente de uno o mas
nutrimentos, pero los ingredientes pueden incluirse para suministrar volumen,
disminuir la oxidacion de los nutrimentos que se oxidan facilmente, emulsificar las
grasas, proporcionar sabor, color u otro factor que se relaciona con la
aceptabilidad, en vez de servir estrictamente como una fuente de nutrimentos. Los
compuestos medicinales se excluyen por lo general. La clasificaciéon usual de los
alimentos para animales, se presenta a continuacién por United States-Canadian
tables of Feed Composition (Church y Pond, 1987):



Forrajes de fibra
Pastos de corte, pastos de agostadero y plantas en general que se
proporcionan verdes (plantas de pastoreo, en crecimiento, latentes, picado en

verde, residuos de conservas y cultivos alimenticios).

Forrajes secos y forrajes de fibra

Heno (leguminosas, no leguminosas como pastos, henos de cereales)

Pajas y granzas

Pienso y rastrojos

Otros productos con >18% de fibra cruda (olotes de maiz, cascaras y vainas,

bagazo de cana de azucar, cascarillas de semilla de algodén, subproductos

de la despepitadora de algoddn, desechos animales).
Ensilados

Maiz, Sorgo, Pasto, Pastos y leguminosas, Leguminosas y Diversos.
Concentrados

Granos de cereales, subproductos de la molienda, principalmente de los
granos de cereales, melazas de diferentes clases, desperdicios del cribado de las
semillas y de la molienda, pulpa de remolacha y citricos, grasas de animales y
vegetales, suero y diversos (subproductos de cerveceria, desechos de las plantas
procesadoras de alimentos, frutas, vegetales y nueces de deshecho, basura, raices
y tubérculos, desechos de la panaderia).
Concentrados proteicos

Harinas de semillas oleaginosas, semillas de algodén, soya, linaza, etc.,
harinas de carne animal o carne y hueso, harinas marinas, harinas de
subproductos aviarios, semillas (enteras) de plantas. Subproductos de la molienda,
granos desecados de destilerias y cervecerias, leguminosas deshidratadas,
fuentes unicelulares (bacterias, levaduras, algas), nitrdgeno no proteico (urea, etc.)
y abonos secos.

Otros.



2.7 Ensilado

Desde hace muchos afos se utiliza el ensilado para alimentar a los animales,
principalmente a los rumiantes. Este es un material producido por medio de la
fermentacién controlada de los forrajes que tienen una elevada cantidad de
humedad. Cuando dicho material se almacena en condiciones anaerobias, y si la
cantidad de glucidos fermentables es adecuada, se produce suficiente acido lactico
para estabilizar la masa, de manera que se suspenda la fermentacion. Si no se
descubre o mueve el ensilado se conservara durante un periodo indefinido. Otros
meétodos alternos, los que principalmente se utilizan en Europa, requieren de la
adicion de acidos fuertes que bajan el pH y facilitan su conservacién (Haresing, W
y Cole D.J.A., 1998).

El ensilado de buena calidad es un producto con bastante aceptabilidad el
cual se utiliza convenientemente, y pueden obtenerse resultados excelentes en
animales de alta productividad. Ademas de cualquier ventaja que tenga sobre la
cosecha o en propiedades nutrimentales, la fermentacion que se lleva a cabo
disminuira en forma considerable el contenido de nitrato, si este se encuentra

presente.

2.7.1 Cambios quimicos que se presentan durante la fermentacion

Los cambios quimicos son el resultado de la actividad enzimatica de la planta y de
la accidén de los microorganismos que se encuentran presentes en las plantas
forrajeras o que logran introducirse a estas por otras vias. Las enzimas de las
plantas continuan activas durante los primeros dias después del corte mientras el
oxigeno se encuentra disponible, lo que ocasiona el metabolismo de los glucidos
solubles a CO,, agua y calor. Se dice que las temperaturas Optimas durante la
fermentacién deben estar entre 26.6° y 37.7° C.

Las proteinas de las plantas se degradan parcialmente debido a la accién de
las enzimas celulares, lo que trae como consecuencia un aumento de los

compuestos de nitrégeno no proteico (NNP), como los aminoacidos. Los



microorganismos anaerobios se multiplican en forma muy rapida al utilizar los
azucares y almidones como fuente principal de energia y asi producir
principalmente acido lactico, cantidades menores de acido acético y pequefas
cantidades de otros acidos como el formico, acido propiénico y acido butirico; se
encuentra muy poco acido butirico en el ensilado bien conservado. Se presenta
una accioén continua en los compuestos que contienen Nitrogeno (N) con una
mayor solubilizacion y produccion de amoniaco y de otros compuestos de
Nitrogeno no Proteico (NNP). La cantidad de acido lactico se eleva en el ensilado
de maiz y sorgo bien conservado, con niveles que llegan a 7 u 8% y el pH
desciende hasta alrededor de 4.0, lo cual depende de la capacidad amortiguadora
y del contenido de materia seca del cultivo en estudio. Los ensilados de pasto
tendran generalmente un pH mas elevado (4.5). Si el ensilado esta muy humedo o
el suministro de glucidos solubles es muy bajo, el pH no descendera a niveles tan
bajos y se permitira el desarrollo de especies bacterianas del genero Clostridium,
en la produccion de cantidades relativamente elevadas de acido butirico y una
fermentacién adicional de los compuestos de NNP; lo que trae como consecuencia
la produccion de aminas biogenas como la triptamina, la histamina y otras. Estas
aminas tienen olores y sabores desagradables y pueden ser tdxicas. Por otro lado,
si la masa esta demasiado seca o mal compactada, puede producirse un calor
excesivo, se desarrollaran hongos, lo que producira un ensilado de poca
aceptabilidad y, en algunas ocasiones, hasta toxico. Para la mayoria de cultivo, un
contenido de materia seca aproximadamente de 35% y un contenido de glucidos
solubles de 6 a 8%(base seca) son los niveles casi 6ptimos para la produccion del
ensilado. Consecuentemente, si se piensa fabricar un ensilado de pasto o de
leguminosas, por lo general, se deshidrata un poco antes de ensilarlo. Si se utiliza
forraje recién cortado, estara demasiado humedo para producir un buen ensilado,
porque permitira que se multipliquen bacterias del genero Clostridium. Cuando las
plantas forrajeras como el pasto o las leguminosas se cortan directamente y se
ensilan, en muchos casos se agregan conservadores o esterilizantes. Pueden
utilizarse materia seca adicional para absorber parte de la humedad y agregarse

algunos glucidos solubles en la forma de granos o de melaza; estos conservan el



ensilado a base de pastos y leguminosas. Los esterilizantes de ensilados, como el
acido férmico, el diéxido de azufre, o el metabisulfito de sodio pueden ser
ventajosos cuando la humedad que contiene es elevada, pero su valor es dudoso
en los ensilados que se preparan con pastos secos o con leguminosas o a partir de

maiz o de plantas de sorgo (Church y Pond, 1998).

2.7.2 El proceso del ensilaje

El ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra por medio de una
fermentacién lactica espontanea bajo condiciones anaerdbias. Las bacterias
productoras de acido lactico (BAL) fermentan los carbohidratos hidrosolubles
(CHOS) del forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad, acido acético. Al
generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel que inhibe la
presencia de microorganismos que inducen la putrefaccion. Una vez que el
material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto para excluir el aire, el
proceso del ensilaje se puede dividir en cuatro fases (Weinberg y Muck, 1996;
Merry et al., 1997) o en 2 etapas principales, fase aerdbica o de respiracion y fase
anaerobia o de fermentacion (Cobos, 1990).

Fase 1 - Fase aerobia. En esta etapa la presencia de oxigeno ya sea entre
el forraje compactado o el que se haya en el espacio intersticial de las plantas,
permite que las células vegetales continlen respirando y por consiguiente la
combustién de la materia organica, degradando principalmente a los carbohidratos
solubles. Esta accidn es de tipo enziméatica y se realiza tanto por enzimas de origen
vegetal como por enzimas de microorganismos aerobicos. En forma sencilla, la
reaccion quimica es la siguiente:

CoH120s + O,—> 6CO, + 6 H,0 + CALOR

En esta reaccidon se puede apreciar que a partir de carbohidratos y aire se
produce CO,, agua y calor, todo lo cual va en detrimento de la calidad nutritiva del
producto, ya que la produccién de CO; y el desprendimiento de calor, disminuye el

contenido de materia organica y el contenido energético, aunado a esto, la



produccion de agua aumenta las pérdidas debido a la lixiviacion de nutrientes. En
esta fase también se puede ver afectada la segunda fase o fermentacion lactica,
por efecto de la temperatura. Woolford (1984) menciona que la temperatura éptima
para el desarrollo de bacterias lacticas es de 30° C. En ensilados mal
compactados, la temperatura de la biomasa puede alcanzar hasta 60° C,
inhibiendo el desarrollo de bacterias lacticas y permitiendo el desarrollo de otros
microorganismos termaofilos como bacterias productoras de acido butirico y acético
asi como de Clostridios.

Otro aspecto negativo de esta fase lo constituye la hidrolisis de proteinas y
desaminacion de aminoacidos, pues la accion enzimatica puede llegar hasta la
degradacion del 50-60% de la proteina del forraje ensilado.

En esta fase es de gran importancia puesto que la produccion de acidos
débiles como el acético y butirico permiten la acidificacién del forraje al pH
deseable (entre 3.5 y 4.0) e impiden la producciéon de CO, y amoniaco permitiendo
la proliferacion de bacterias clostridium y hongos, los cuales terminan por afectar el
valor nutritivo del ensilado.

Esta fase que dura sélo pocas horas el oxigeno atmosférico presente en la
masa vegetal disminuye rapidamente debido a la respiracion de los materiales
vegetales y a los microorganismos aerobicos y aerdbicos facultativos como las
levaduras y las enterobacterias. Ademas hay una actividad importante de varias
enzimas vegetales, como las proteasas y las carbohidrasas, siempre que el pH se
mantenga en el rango normal para el jugo del forraje fresco (pH 6,5-6,0).

Fase 2 - Fase de fermentacion. A medida que el oxigeno comienza a
desaparecer otro tipo de bacterias llamadas anaerobias facultativas se desarrollan.
Siendo de primera importancia las bacterias formadoras de acido lactico ya sean
homofermentativas o heterofermentativas. Los principales géneros de bacterias
lacticas encontradas en un ensilado son Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc
y Pediococcus.. La actividad fermentativa de estas bacterias sobre carbohidratos
solubles o de facil fermentacion producen principalmente acido lactico, (también se
producen acido acético, butirico y propionico en cantidades menores),

produciéndose la acidificacién del material ensilado a valores entre 3.5 y 4. Al bajar



el pH se inhibe la actividad de las bacterias incluso de las bacterias lacticas que
son las principales responsables de la acidez de un ensilado.

En esta fase también hay bacterias (incluso lacticas) que actuan
enzimaticamente sobre la fraccidn proteinica produciendo aminoacidos libres y
aminas. Esta actividad proteolitica se realiza en ensilados de buena como pobre
calidad y su efecto esta determinado por el tiempo que tarda en disminuir el pH,
puesto que a valores inferiores a 4.5 estas bacterias se inactivan.

El establecimiento de una microflora lactica y la disminucion del pH son de
primordial importancia ya que se ha demostrado que cuando el pH no es menor a
4.0, se puede llevar a cabo una segunda fermentacion causada por bacterias del
género Clostridium. Estas bacterias a partir de proteinas por medio de un proceso
de descarboxilacion o desaminacion producen amoniaco, CO, y aminas, y a partir
de carbohidratos y acido lactico, acido butirico, acético y CO,. Todo lo cual
conlleva a un detrimento en el valor nutritivo del ensilado. Ademas produce un
aumento en el pH lo que permite el desarrollo de otras bacterias y hongos que
terminan por afectar el valor nutritivo del producto.

El éxito de esta segunda fase depende del desarrollo de una fermentacion
de tipo lactica lo cual a su vez depende de cuatro factores basicos:

1) Contenido de humedad en el material a ensilar;

2) Ausencia de aire en el material a ensilar;

3) Presencia de azucares de facil fermentacion y

4) Capacidad buffer del material a ensilar.

Estos factores han sido ampliamente revisados por Woolford (1990), quien
indica los cuidados que se deben tener para lograr un buen proceso de ensilaje

(Cuadro 1) sin variaciones significativas en el contenido de nutrientes.



Cuadro 1. Caracteristicas quimicas de un ensilado.

Ensilado de buena Ensilado de mala calidad
calidad
pH <4.0 >4.0
Acido lactico (%MS) >3.0 <3.0
Acido acético, (%MS) <25 >25
Acido butirico <1.0 >15
Amoniaco (% N Total) <5 >1.0
Nitrégeno (% N Total) > 50 <50

Fuente: Wilkinson, 1996

A nivel practico, es posible controlar el contenido de humedad del material a
ensilar que se recomienda debe ser entre 60-70%, asi como minimizar la presencia
de aire. Sin embargo, no siempre es posible conocer el contenido de carbohidratos
de facil fermentacién y la capacidad buffer del material a ensilar, valores que
incluso pueden variar en un mismo forraje por efecto de grado de madurez,
especie, variedad, partes de la planta, caracteristicas de suelo, abonado y
condiciones ambientales, por lo que cuando se realiza un ensilaje en muchas
ocasiones queda la duda de si se va a obtener el producto deseado.

Fase 3 - Fase estable. Mientras se mantenga el ambiente sin aire, ocurren
pocos cambios. La mayoria de los microorganismos de la Fase 2 lentamente
reducen su presencia. Algunos microorganismos acidéfilos sobreviven este periodo
en estado inactivo; otros, como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas.
Sélo algunas proteasas y carbohidrasas, y microorganismos especializados, como
Lactobacillus buchneri que toleran ambientes acidos, continuan activos pero a
menor ritmo.

Fase 4 - Fase de deterioro aerdbico. Esta fase comienza con la apertura del
silo y la exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se requiere
extraer y distribuir el ensilaje, pero puede ocurrir antes de iniciar la explotacion por
dafo de la cobertura del silo (p. ej. roedores o pajaros). El periodo de deterioro

puede dividirse en dos etapas. La primera se debe al inicio de la degradacion de



los acidos organicos que conservan el ensilaje, por accion de levaduras y
ocasionalmente por bacterias que producen acido acético. Esto induce un aumento
en el valor del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa de deterioro; en ella
se constata un aumento de la temperatura y la actividad de microorganismos que
deterioran el ensilaje, como algunos bacilos. La ultima etapa también incluye la
actividad de otros microorganismos aerobicos -también facultativos- como mohos y

enterobacterias.

2.7.3 La microflora del ensilaje.

La microflora del ensilaje juega un papel clave para el éxito del proceso de
conservacion. Puede ser dividida en dos grupos principales: los microorganismos
benéficos y los microorganismos indeseables. Los microorganismos benéficos son
los microorganismos del genero de las BAL. Los indeseables son aquellos
organismos que causan el deterioro anaerdbico (p. ej. clostridios y enterobacterias)
o deterioro aerobico (ej. levaduras, bacilos, Listeria sp. y mohos). Muchos de estos
organismos indeseables no solo reducen el valor nutritivo del ensilaje sino que
pueden ademas afectar la salud de los animales o alterar la calidad de la leche, o

ambas (p. ej.: Listeria spp., clostridios, hongos y bacilos).

Microorganismos benéficos - Bacterias que producen acido lactico (BAL)

Las bacterias BAL pertenecen a la microflora epifitica de los vegetales. Su
poblacién natural crece significativamente entre la cosecha y el ensilaje. Esto se
explica por la reactivacién de células latentes y otras no cultivadas, y no por la
inoculacion de las maquinas cosechadoras o por el simple crecimiento de la
poblacién original. Las caracteristicas del cultivo como, contenido de azucares,
contenido de materia seca y composicion de los azucares, combinados con las
propiedades del grupo BAL asi como su tolerancia a condiciones acidas o de

presidon osmdtica, y el uso del substrato, influiran en forma decisiva sobre la



capacidad de competencia de la flora BAL durante la fermentacién del ensilaje
(Woolford, 1984; McDonald et al., 1991).

Las BAL que se asocian con el proceso de ensilaje pertenecen a los
geéneros: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y
Streptococcus. La mayoria de ellos son mesofilos, o sea que pueden crecer en un
rango de temperaturas que oscila entre 5° y 50°C, con un éptimo entre 25° y 40°C.
Son capaces de bajar el pH del ensilaje a valores entre 4 y 5, dependiendo de las
especies y del tipo de forraje. Todos los miembros del BAL son aerdbicos
facultativos, pero muestran cierta preferencia por la condicién anaerdbica (Devriese
et al., 1998).

Tomando en cuenta su metabolismo de los azucares, los miembros de las
BAL pueden ser clasificados como homofermentadores, heterofermentadores
facultativos u obligados. Los homofermentadores producen mas de 85% de acido
lactico a partir de hexosas (azucares Cg) como la glucosa, pero no pueden
degradar las pentosas (azucares Cs) como la xilosa.

Los heterofermentadores facultativos también producen principalmente acido
lactico a partir de hexosas, pero ademas pueden degradar algunas pentosas
produciendo acido lactico, acido acético y/o etanol. Los heterofermentadores
obligatorios degradan las hexosas y las pentosas, pero se distinguen de los
homofermentadores en que degradan las hexosas en proporciones equimolares de
acido lactico, CO,, acido acético y/o etanol. Los homofermentadores obligatorios
reunen especies como Pediococcus damnosus y Lactobacillus ruminis. Los
heterofermentadores facultativos incluyen a Lactobacillus plantarum, L. pentosus,
Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus 'y Enterococcus faecium. Los
heterofermentadores obligatorios incluyen miembros del género Leuconostoc y

algunos Lactobacillus como L. brevisy L. buchneri (Devriese et al., 1998)



Microorganismos indeseables en el ensilado

a) Levaduras

Son microorganismos unicelulares, ovales, esféricas y cilindricas, eucarioticos,
anaerobicos facultativos y heterotroficos. Las levaduras prosperan tipicamente en
habitad con azucares, como frutos, flores y cortezas de arboles, sus celulas son
mucho mas grandes que las bacterias y pueden distinguirse de ellas no solo por su
tamafno sino también por poseer sistemas membranosos intrasitoplasmaticos asi
como el nucleo. En todo ensilaje, tanto la actividad de levaduras anaerdbicas como
aerobicas son indeseables. Bajo condiciones anaerodbicas las levaduras fermentan
azucares produciendo etanol y CO, (McDonald et al., 1991). Bajo condiciones
aerobicas, muchas especies de levaduras degradan el acido lactico en CO, y H,0.
La degradacion del acido lactico eleva el valor del pH del ensilaje, lo cual a su vez
permite el desarrollo de otros organismos indeseables (McDonald et al., 1991).

Las poblaciones de levaduras pueden alcanzar hasta 10’ unidades
formadoras de colonias (UFC) por gramo durante las primeras semanas del
proceso de ensilaje; un periodo prolongado de almacenaje reduce gradualmente la
presencia de levaduras (Jonsson et al., 1990; Driehuis y van Wikselaar, 1996). La
supervivencia de las levaduras durante el almacenaje depende de la severidad de
la anaerobiosis y la concentracion de acidos organicos. La presencia de oxigeno
facilita la supervivencia y el desarrollo de las levaduras durante el almacenaje
(Pahlow y Honing, 1996), mientras que un contenido elevado de acido férmico o
acido acético reducen su supervivencia (Driehuis y van Wikselaar, 1996; Oude
Elferink et al., 1999).

La actividad inicial de las levaduras parece ser incrementada en forrajes que
generan niveles bajos de pH (<5), por ejemplo, cuando se trata de materiales con
un alto contenido de azucares como papas, cascaras de naranja o remolacha
azucarera, o cuando se emplean aditivos acidos. Bajo estas condiciones el ensilaje
resultante tiene concentraciones altas de etanol y bajas en acido lactico (Ashbell et
al., 1995; Weinberg y Muck, 1996; Driehuis y van Wikselaar, 1996).



b) Enterobacterias

Las enterobacterias son organismos anaerdbicos facultativos, Gram negativos,
catalasa negativa, bacilos no esporulados, inmoéviles o moéviles por flagelos de
insercion peritrica y catalasa negativa. Se considera que la mayoria de las
enterobacterias presentes en el ensilaje no son patdégenas. Pese a ello su
desarrollo en el ensilaje es perjudicial porque compiten con los integrantes del BAL
por los azucares disponibles, y porque ademas pueden degradar las proteinas. La
degradacion proteica no sélo causa una reduccidon del valor nutritivo del ensilaje,
sino que también permite la produccion de compuestos toxicos tales como aminas
biogénicas y acidos grasos de cadena multiple.

Se sabe que las aminas biogénicas tienen un efecto negativo sobre la
palatabilidad del ensilaje (Woolford, 1984; McDonald et al., 1991), especialmente
en animales todavia no acostumbrados a su sabor (Van Soest et al., 1991). Mas
aun, el amoniaco generado por la proteolisis aumenta el poder tampdn del forraje
ensilado, lo cual se opone a toda tendencia para un descenso rapido del pH del
ensilaje. Un atributo particular de las enterobacterias es su habilidad en el proceso
de ensilaje, para reducir el nitrato (NO3) a nitrito (NO;). Las enterobacterias en el
ensilaje pueden luego degradar el nitrito en amoniaco y 6xido de nitrégeno (NO>),
pero este también puede ser transformado en monodxido de nitrégeno (NO) y
nitrato.

En presencia de aire, el NO es oxidado produciendo una mezcla de gases,
oxidos amarillo-marrones de nitrégeno (NO2, N2Os, N2Oy4). Los gases de NO y NO,
dafan el tejido pulmonar y pueden causar enfermedades con sintomas parecidos a
la neumonia, conocida como enfermedad del ensilaje (Woolford, 1984). Para evitar
el contacto de los animales con estos gases de nitrdgeno se recomienda que no
sean estabulados cerca de los silos cuando se llena el silo o durante su primera
semana de almacenaje. A pesar de estos problemas, se considera util que ocurra
una leve reduccion de nitritos, ya que los nitritos y el NO que se generan son
inhibidores muy potentes de los clostridios y mejoran la calidad del ensilaje.



Las enterobacterias no proliferan en ambientes con valores bajos de pH. Las
técnicas de ensilaje que aseguren un rapido y significativo descenso del pH en el
ensilaje, provocaran una inhibicién del desarrollo de las enterobacterias (McDonald
etal., 1991).

c) Clostridios

Los clostridios son bacterias anaerébicas que forman endosporas, Gram positivas,
anaerobias y fermentadoras para producir acido butirico, presentes en el suelo.
Muchas de ellas pueden fermentar tanto carbohidratos como proteinas, por lo cual
disminuyen el valor nutritivo del ensilaje y al igual que las enterobacterias crean
problemas al producir aminas biogénicas. Ademas, la presencia de clostridios en el
ensilaje altera la calidad de la leche ya que sus esporas sobreviven después de
transitar por el tracto digestivo y se encuentran en las heces; esto puede resultar
en la contaminacion de la leche, ya sea directamente o por ubres mal aseadas. La
especie de mayor importancia en las lecherias es Clostridium tirobutyricum, un
organismo 4acido tolerante. Ademas de poder fermentar carbohidratos, C.
tirobutyricum también puede degradar el acido lactico en acido butirico, Hy y CO».
Serios problemas de salud pueden ser causados por ciertos tipos de
clostridios. Una especie extremadamente toxica es Clostridium botulinum que
provoca el botulismo, y puede ser fatal para el ganado bovino. Afortunadamente, C.
botulinum tiene una baja tolerancia a medios acidos y por ello no se desarrolla en
ensilajes bien fermentados. El botulismo en los animales es causado por ingestion
de ensilaje contaminado con C. botulinum y corresponde casi siempre a la
descomposicion de un cadaver (p. €j.: raton, pajaro) dentro del ensilaje.
Un "ensilaje clostridial" tipico muestra un alto contenido de acido butirico (mas de 5
g/kg de MS), un pH alto (>5 en ensilajes con bajo contenido de MS), y alto
contenido tanto de amoniaco como de aminas. Las técnicas de ensilaje que
permiten una caida rapida y significativa del pH evitaran el problema, puesto que
tanto el desarrollo de enterobacterias como de clostridios se inhibe con valores
bajos de pH.



Por otro lado, los clostridios muestran mayor susceptibilidad a la falta de
humedad (o sea, bajo valor ay, baja actividad acuosa) que los integrantes del BAL
(Huantaned et al., 2002). Por ello, toda medida tomada para disminuir el valor a,
de un forraje, como inducir su marchites y por ende aumentar el valor del contenido
de MS, permite la inhibicion selectiva de clostridios (Wagness y Mueller, 1991). Por
ultimo, los nitritos y el NO u otros compuestos que puedan ser degradados en el
ensilaje para producirlos, también inhibiran el desarrollo de los clostridios (Sinclair
et al., 2004).

d) Bacterias productoras de acido acético

Las bacterias del acido acético forman un grupo de bacilos, llevan a cabo la
oxidacion incompleta de alcoholes y de azucares, lo que conduce a la acumulacion
de acidos organicos como productos finales. Con etanol como sustrato, se produce
acido aceético, de aqui el nombre trivial de este grupo bacteriano.

Estas bacterias son Gram negativos, acido tolerantes, son un conjunto
heterogéneo (con flagelos, polares y peritricos) y aerdbicas obligatorias. Hasta la
fecha, todas estas bacterias aisladas de muestras de ensilaje pertenecen al género
Acetobacter (Sibanda et al., 1997). La actividad de Acetobacter spp. en el ensilaje
es perniciosa porque puede iniciar el deterioro aerdbio, ya que puede oxidar el
lactato y el acetato produciendo CO, y agua. Generalmente, las responsables
principales del inicio del deterioro aerdbico son levaduras; las bacterias acéticas se
encuentran ausentes o juegan un papel poco importante en este problema. No
obstante, existe evidencia que estas bacterias pueden iniciar un deterioro aerdbico
en el ensilaje de maiz cuando incluye toda la planta, grano y forraje. Por otro lado,
la inhibicidn selectiva de las levaduras también puede aumentar la proliferacion de
bacterias que producen acido acético en el ensilaje (Driehuis y van Wikselaar,
1996).



e) Bacilos

Los bacilos se asemejan a los clostridios: son bacterias de forma cilindrica que
forman esporas, Gram positiva, Sin embargo, se pueden distinguir facilmente ya
que son aeroébicos facultativos, mientras que los clostridios son todos anaerdbicos
obligatorios. Los bacilos aerébicos facultativos fermentan un amplio rango de
carbohidratos generando compuestos tales como acidos organicos (p. ej.: acetatos,
lactatos y butiratos) o etanol, 2,3-butanodiol y glicerol. Algunos Bacillus spp. son
capaces de producir substancias fungicidas, y se los ha usado para inhibir el
proceso de deterioro aerdbico en ensilajes (Piltz et al., 1999; Moran et al., 1993).
Con la excepcidn de estas especies, el desarrollo de los bacilos en el ensilaje es en
general considerado como indeseable.

Esto se debe a que los bacilos no s6lo son menos eficaces como
productores de acido lactico y acético comparado con el grupo BAL (McDonald et
al., 1991), si no que en las etapas finales, incrementan el deterioro aerdbio
(Lattemae y Lingvall, 1996). Ademas, un alto numero de esporas de Bacillus en
leche fresca ha sido asociado con un alto numero de esporas en heces frescas de
vaca. Parece muy posible que, tal como ocurre en el caso de esporas de los
clostridios, las esporas de Bacillus sean transferidas del ensilaje a la leche via las
heces. Las esporas psicrotroficas de Bacillus cereus son consideradas como los
organismos mas importantes del deterioro de la leche pasteurizada. Altas
concentraciones de esporas psicrotréficas de B. cereus han sido detectadas en
ensilajes (Glewen y Young, 1982).

Para disminuir el desarrollo de Bacillus en el ensilaje, la temperatura de
almacenaje no deberia ser muy alta y se debera minimizar el ingreso de aire.
Ademas se debe reducir toda contaminacién inicial del ensilaje con tierra o estiércol
(McDonald et al., 1991).

f) Mohos



Los mohos son organismos eucarioticos, crecen en ambientes humedos
preferentemente, en material en descomposicién y en zonas obscuras. Es facil
identificar un ensilaje infestado por mohos debido a los filamentos de diversos
colores y de gran tamafo que producen muchas especies. Los mohos se
desarrollan en cualquier sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno.

En un buen ensilaje eso ocurre sélo al inicio del almacenamiento y se
restringe a la capa exterior de la masa ensilada, pero durante el deterioro aerdbico
(Fase 4) todo el ensilaje puede ser invadido por mohos. Las especies que se han
identificado mas frecuentemente en el ensilaje pertenecen a los géneros
Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Byssochlamys, Absidia, Arthrinium,
Geotrichum, Monascus, Scopulariopsis y Trichoderma (Woolford, 1984; Frevel y
Carroll, 1998; Jonsson et al., 1990; Nour et al., 1981). Los mohos no solo
disminuyen el valor nutritivo y la palatabilidad del ensilaje sino que también son un
riesgo para la salud de los animales y las personas. Las esporas de mohos pueden
asociarse a ciertas afecciones pulmonares y reacciones alérgicas (Maynard, 1987).
Otros problemas de salud asociados con los mohos se relacionan con las
micotoxinas (Abu et al., 1996).

Dependiendo del tipo y la cantidad de toxina presente en el ensilaje, los
problemas de salud pueden variar desde ligeras molestias digestivas, pequefios
problemas de fertilidad y una disminucion de las defensas naturales, hasta dafios
serios al higado o a los rifiones y abortos. Algunas especies de hongos que
producen micotoxinas son: Aspergillus fumigatus, Penicillium roqueforti, y
Byssochlamys nivea. P. roqueforti es una especie acido tolerante que puede
desarrollarse aun en ambientes con muy poco oxigeno y alta concentraciéon de CO,
y ha sido detectada como una especie predominante en diversos tipos de ensilajes
(Nour et al., 1981).

Todavia existen muchas dudas sobre cuales son las condiciones bajo las
que se producen las micotoxinas en el ensilaje. No todos los ensilajes fuertemente
infestados por mohos tienen forzosamente una gran cantidad de micotoxinas, y no
todos los tipos de micotoxinas que pueden producir los mohos se encuentran
necesariamente en un ensilaje infestado (Nour et al., 1981). Esta confirmado que la



aflatoxina B1, una micotoxina de Aspergillus flavus, puede ser transferida del
ensilaje a la leche. A pesar de esto, no se sabe si esto mismo puede ocurrir con
micotoxinas de P. roqueforti o A. fumigatus.

Las técnicas de ensilaje que minimizan el ingreso de aire (p. ej. buena
compactacion y cierre hermético del ensilaje), y la inclusion de aditivos que inhiben

el deterioro aerdbico, podran prevenir o limitar el desarrollo de mohos.

g) Listeria

Los integrantes del género Listeria son cocobacilos aerdobicos o anaerdbicos
facultativos, Gram positiva, pueden crecer en condiciones anoxicas estrictas,
carece de catalasa, requiere de condiciones microaerofilas y son catalasa positiva.
Con relacion a los efectos negativos sobre la calidad del ensilaje, la especie mas
importante es el L. monocytogenes, anaerdbico facultativo, que es una especie
patogénica para varios animales y para el hombre. Los animales que tienen su
sistema inmune temporalmente inhibido (p. e€j. hembras prefiadas y neonatos) son
muy susceptibles a infecciones de L. monocytogenes.

El ensilaje contaminado con L. monocytogenes ha sido asociado con casos
fatales de listeriosis en ovejas y cabras (Windsor y Barlow, 1982). Ademas, Rider
(1997) ha sefialado que el uso de ensilaje de mala calidad ha sido una de las
fuentes principales de contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes. El
desarrollo y supervivencia de Listeria spp. en el ensilaje estan determinados por
fallas en asegurar un ambiente anaerdbico, y por el pH del ensilaje. L.
monocytogenes puede tolerar bajos niveles de pH entre 3,8 a 4,2 por largos
periodos siempre que exista oxigeno, aun a bajas concentraciones. Sin embargo,
en un ambito estrictamente anaerdbico, aperece rapidamente al existir un valor
bajo de pH.

Los ensilajes con mayor susceptibilidad al deterioro aerdbico superficial,
como es el caso de ensilajes en grandes pacas, parecen estar particularmente
propensos a la contaminacién con Listeria (Fagbenro y Bello, 1997). Generalmente

L. monocytogenes no se desarrolla en ensilajes bien fermentados que tienen un



nivel bajo de pH. Hasta el momento, el mejor método para prevenir el desarrollo de

L. monocytogenes es mantener un ambito anaerdbico (McDonald et al., 1991).

2.7.4 El ensilaje como una alternativa para los desechos organicos

Tradicionalmente, la mayoria de los desechos empleados en la alimentacion animal
son cocidos para esterilizarlos y luego, si no son usados inmediatamente, deben
ser deshidratados para facilitar su almacenaje y transporte. Este tipo de procesado
se efectua, cuando se dispone de grandes cantidades de producto cuyos aportes
son estables y cuando el valor del producto final es de mediano a alto.

Si bien ciertos alimentos son regularmente cocidos por los pequefios
agricultores y con buen resultado cuando se usan de inmediato, rara vez se hace
uso de la deshidrataciéon. Una excepcion es el uso de productos pesqueros
secados al sol. Lamentablemente, esto generalmente se realiza bajo condiciones
poco higiénicas, de modo que el producto se contamina con bacterias.

En tales condiciones, cuando estos alimentos no pueden ser utilizados de
inmediato y cuando se trata de cantidades reducidas, el ensilado es un
procedimiento apropiado para su procesamiento y almacenaje.
Una gran variedad de productos organicos pueden ser ensilados. Sin embargo la
decision sobre cdmo proceder y qué técnica usar va depender de:
e La composicion del producto, incluyendo su contenido de MS;
e ElI tipo y el grado de la contaminacion bacteriana (patogénica y
fermentativa);
o La capacidad tampdn de los componentes del producto;
« La presencia de bacterias autoctonas o de enzimas autoliticas;
e« El acceso local a insumos para facilitar el ensilaje: acidos, fermentos
bacterianos, substratos fermentables;
« El costo total de la preservacion usando las técnicas pertinentes en las

condiciones locales.



Considerando los criterios anteriores, las posibles formas de ensilar podrian ser:

o Usar acidos producidos por la fermentaciéon de carbohidratos del producto
por accion de las bacterias autéctonas o cultivos que se han inoculado;

e Usar acidos producidos por la fermentacion de aditivos ricos en
carbohidratos, que se agregan al substrato, generados por la accion de las
bacterias autéctonas o cultivos que se han inoculado;

e Usar acidos inorganicos como clorhidrico o sulfurico, o mezclas de ellos;

e Usar acidos organicos como formico, propidnico o acético, o mezclas de

ellos.

A) Subproductos agricolas

La parte de los cultivos vegetales destinada al consumo humano y que actualmente
se emplea para esta finalidad, habitualmente representa solo una fraccion de la
planta entera, de aqui que existan grandes cantidades de desperdicios
potencialmente disponibles para piensos del ganado. Sin embargo por razones
climaticas y econdmicas, la proporcion actual de cosechas vegetales recogidas
varia considerablemente. La infrautilizacion de estos productos normalmente
significa que los residuos no usados de plantas deterioradas son arados para
incrementar la fertilidad del suelo de cara al siguiente cultivo. Este proceso no
constituye habitualmente un instrumento econdémico destinado a mejorar los niveles
de materia organica y de nutrientes del suelo, por lo qua la paja de guisantes, las
coronas de remolachas azucarera y de zanahoria y los tallos de coles de bruselas,
en ciertas circunstancias, pueden ser mejor aprovechadas para alimentar el
ganado.

Ashbell et al. (1995) compararon las caracteristicas del ensilado y la
degradabilidad ruminal del ensilaje de trigo provenientes de cultivares tempranos y
tardios, en cuatro etapas de crecimiento: macollaje, floracion, grano lechoso y
grano pastoso. A pesar que la degradabilidad NDF del ensilaje de trigo mas joven
(brotes y floracién) fue mayor que aquella para las etapas de granos lechosos y
pastosos, los rendimientos de MS degradable y NDF (medidos como t/ha)

aumentaron en funcion de una mayor madurez.



Bolsen et al. (1995) determinaron valores de digestibilidad MO in vivo de
69,2 y 70,5 por ciento y valores de digestibilidad NDF de 63,3 y 56,3 por ciento,
para ensilajes de plantas completas de trigo cosechadas a la floracion y con grano
de pasta blanda, respectivamente. Por lo anterior se puede concluir que el valor
nutritivo del ensilaje de trigo es fuertemente afectado por su grado de madurez en
el momento de la cosecha ya que influye sobre el rendimiento, sobre la proporcion
entre grano y partes vegetativas y sobre el contenido y calidad de la MS y la pared
celular.

Mustafa et al. (2004), empleo residuos de maiz dulce en la elaboracion de
microsilos. La muestra era proveniente del proceso de extraccién azucar de maiz
en una planta en Ste-Martine, Quebec, Canada. Contenia 22 % de materia seca,
9.8 % de proteina cruda, 59.4 % de fibra detergente neutro, 37.4 % de fibra
detergente acido y 9.8 MJ/kg de energia metabolizable. Se determino que los
residuos de maiz dulce pueden ser preservados en ensilado con minimos cambios
en la composicion; comparado con ensilado de maiz, tuvo 12% menos de
digestibilidad in situ de materia seca, considerando que el ensilado de maiz tuvo
una digestibilidad in situ de 67.2 %.

B) Leguminosas

El coste de la energia destinada a producir nitrogeno y otros fertilizantes ha
incrementado la atencién sobre los sistemas agricolas de policultivo que como
rotacién incluyen una cosecha de leguminosas. Se sospecha que una buena parte
del incremento producido en la superficie adicional destinada al cultivo de estas

especies se haya orientado a la alimentacién animal.

C) Residuos de oleaginosas

La mayoria de estos cultivos se destinan a la produccion de aceite comestible (por
ejemplo: aceite de oliva y de palma) o industrial (por ejemplo: aceites de linaza y



colza). En tiempos pasados las semillas oleaginosas solian ser procesadas para el

mercado de pienso del ganado.

D) Paja de hongos comestibles (cereales)

Al material sobre el que crecen los hongos se le llama sustrato, al cual
degradan para su alimentacion y desarrollo. Como las especies de Pleurotus
ostreatus son lignoceluloliticas tienen la capacidad de degradar muchos sustratos,
como los desechos y subproductos agroindustriales, se pueden utilizar algunos
sustratos catalogados como basura, entre los que figuran un gran numero de
productos:

. Pajas de ajonjoli, arroz, cebada, sorgo, trigo, avena, cafa de azucar.
Rastrojos de maiz, frijol, mijo y garbanzo.
Pulpa de café.

Bagazos de cana de azucar, henequén, uva.

a > 0=

Forestales, aserrin, virutas, troncos y ramas.

6. Papel, hojas de pifa, fibra de coco, hojas y tallo de platano, desechos de la
industria textil.

Algunas veces una combinacién o mezcla de sustratos favorece mejor el desarrollo

de los hongos (Harmond et al., 1999).

Paja de trigo como ensilaje

La estabilidad aerdbica del ensilaje de la paja de trigo es variable. En climas
calientes los microorganismos dafinos como las levaduras y los mohos proliferan
mas rapido, causando mayor deterioro aerdbico. En general, un gran numero de
factores puede afectar la estabilidad aerdbica, incluyendo la presencia de malezas,
el manejo durante el ensilado (compactacion y sellado), la composicion del
ensilado, tipo de aditivos, el método y tasa cotidiana de explotacion al distribuir el
ensilaje. En silos trinchera en clima caliente es importante que el frente de ataque
del silo abierto en explotacion sea removido frecuentemente, retirando porciones

de 30 a 40 cm cada dia, con el objeto de minimizar el efecto de la exposicion al



aire. El deterioro aerobio del ensilaje de trigo se asocia con un aumento en la
poblacién de levaduras y mohos, recalentamiento, y consecuentemente, pérdidas
de MS. El papel exacto del contenido de MS, carbohidratos solubles residuales y
del acido lactico sobre la desestabilizacion del ensilaje no se ha aclarado todavia.
Tal como ocurre en otros ensilajes, los acidos grasos volatiles como los acidos
aceético, propionico y butirico que se producen durante la fermentacion del ensilado,
inhiben las levaduras y los mohos. La presencia de mohos es un problema en el

ensilaje de trigo por el riesgo a encontrar micotoxinas.

2.7.5 Efecto del procesado sobre la degradabilidad de la proteina en el rumen

Muchos tratamientos como el uso de formaldehido y de taninos. Reducen la
degradacion de la proteina en el rumen. Se ha demostrado que las condiciones
mas favorables de procesado proporcionan un neto incremento en el flujo de
aminoacidos que avanza hacia el intestino delgado y en su absorcion, aunque la
respuesta varia de unos a otros. Cuando las vacas lecheras de alta produccién son
deficientes en proteina no degradada, los tratamientos de procesado pueden
resultar muy ventajoso, pero estas materias no deberian hallarse superprotegidas
para evitar que puedan recorrer el tubo digestivo sin beneficio para el animal.

La utilizacion de ensilados ha incrementado en las dietas para rumiantes
porque es mas practica y rapido de usar, comparado con forrajes verdes. Sin
embargo, el conocimiento acerca de la colonizacién microbiana de los ensilados y
los efectos que causan esta en investigacion. Es generalmente conocido que las
proteinas de los ensilados tienen una alta digestibilidad en comparacion del forraje
verde, debido a la previa acciéon de la flora microbiana durante el proceso de
ensilado. En algunas investigaciones (Gonzales et al., 2006) ha sido observada la
baja degradacion de proteinas insolubles en el ensilado, lo cual ha sido asociado
con la desnaturalizacion de las proteinas a causa de la acidificacion durante el
proceso de ensilaje.

Gonzalez et al., 2006 empleo centeno como forraje, sefala que la
permanencia prolongada de muestra en el rumen produce una reduccion de la

materia seca y por lo tanto una desaparicién ruminal. Durante la preservacién de



forraje hay pérdidas de componentes a causa de la oxidacion de carbohidratos
solubles, consecuentemente el agua generada durante este proceso reduce el
contenido de materia seca, mientras que la desaparicion de carbohidratos solubles
inducen a un pasivo incremento de otros componentes como: minerales, fibra y
proteina cruda. El incremento de proteina cruda fue asociado con la reduccion de
contenido de aminoacidos, como consecuencia de fermentacion de proteina y un
incremento en la proporcion de detergente acido en nitrégeno insoluble. Todos
estos cambios reducen el valor nutritivo del forraje, por lo tanto los efectos del
ensilado en la degradacion de materia seca conforme la desaparicion de
carbohidratos solubles durante la maduracién del ensilado y asociacion pasiva con
las fracciones de fibra. En particular, el incremento de detergente acido en
nitrogeno insoluble evidencia las reacciones entre carbohidratos y proteinas

también como la parcial o total reacciones de Maillard (Van Soest, 1982).

2.7.6 Efecto del procesado sobre la apetencia y el consumo de pienso

En general, cuanto mas intenso es el procesado mayor sera el efecto sobre la
apetencia para el ganado y por consiguiente sobre el consumo voluntario. Las
materias molidas son aceptadas habitualmente con mayor avidez que cuando se
ofrecen enteras. Los productos expandidos por el calor suelen ser mas apetitosos
que las mismas materias primas presentadas en forma mas compacta. El
tratamiento quimico de los ingredientes ricos en lignina y lignocelulosa ocasiona
aumentos sustanciales de aceptacion, lo que significa que solo son marginalmente

apetecibles en estado natural.

2.8 Uso de aditivos en el ensilaje

A partir de la década de 1990, el uso de aditivos para mejorar las
condiciones del proceso de ensilaje comenz6é hacerse muy comun. Existe un
amplio rango donde escoger substancias como aditivos y actualmente se dispone
de un gran numero de aditivos quimicos y biolégicos comerciales adecuados para

el ensilaje.



En el ensilaje de trigo se han usado aditivos tanto quimicos como biologicos.
Un aditivo quimico basado en sulfatos, que inhibe el desarrollo de levaduras vy
mohos, se le atribuye la reduccion de pérdidas y mejora de la estabilidad aerdbica.
También suele aplicarse sal gruesa corriente sobre el tope del silo trinchera (3 - 4
kg /m2) para proteger esta parte susceptible de hongos. El amoniaco anhidro ha
sido empleado también en ensilajes de maiz, trigo y sorgo y con ello mejorod la
estabilidad aerdbica, aumentd el contenido en NNP pero como su uso implica
riesgos practicamente no se le emplea (Ashbell et al., 1995).

El Programa UKASTA para Certificacion de Forrajes del Reino Unido
presenta una lista incluyendo mas de 80 productos (Rider, 1997).
Afortunadamente, es relativamente simple elegir el aditivo apropiado puesto que el
modo de actuar de la mayoria de esta comprendido en pocas categorias (Cuadro
2).

Entre aditivos de la misma categoria se manifiestan diferencias tales como la
efectividad general, la adecuacién para determinado tipo de forraje, y la facilidad
para su manejo y aplicaciéon. Estos factores, junto al precio y la disponibilidad,
determinan cual es el aditivo mas conveniente para un ensilaje especifico.
Evangelista y Ortega (2006), evaluaron el efecto de la adicion de lactosuero en
distintas concentraciones (0, 25, 50 y 75mL/Kg) en la calidad del ensilado de planta
entera de maiz bajo condiciones de laboratorio durante 120 dias con monitoreo a
los 60, 90 y 120 dias. Concluyeron que la adiciéon de lactosuero (25, 50 y 75
mL/Kg) no modifica las caracteristicas quimicas del ensilado después de 120 dias
de incubacién; pero con la adiciéon de lactosuero y 60 dias de incubacion se obtiene
un material de buena calidad.

Un problema practico que presentan algunos aditivos es su naturaleza
corrosiva que puede dafiar equipos y constituir un riesgo para su manipulacion. Los
aditivos biolégicos no son corrosivos y no hay peligro en su manipulacién, pero
suelen ser caros. Ademas su eficacia es menor puesto que depende del estado de
actividad de organismos vivos. El empleo de inoculantes bacterianos que incluian
bacterias homofermentativas BAL no mostré buenos resultados en el ensilaje de

trigo; los ensilajes tratados con ellas tendieron a deteriorarse mas rapido que los



ensilajes usados como control y a favorecer el desarrollo de levaduras y mohos
(Weinberg y Muck, 1996). Se sugiri6 que la produccion de AGV, que inhibe el
desarrollo de levaduras y mohos, era insuficiente. Al incluir cepas especiales de
ciertas bacterias este problema fue aliviado.

La calidad del almacenaje de los aditivos biolégicos por parte de fabricantes,
vendedores y el propio agricultor es un elemento fundamental. Pese a estas
exigencias, tanto en Europa como en los E.U., los inoculantes con bacterias se han
convertido en el tipo mas frecuente de aditivo empleado en ensilajes de maiz,
gramineas y leguminosas que puedan secarse a una marchitez mayor a 300 g
MS/kg (Bolsen y Heidker, 1995; Pahlow y Honig, 1986; Bolsen et al., 1995; Kung,
1996; Weinberg y Muck, 1996).

En Holanda, el uso de inoculantes con bacterias ha aumentado,
porcentualmente y en términos absolutos, entre 1995 y 1998; en 1998, 13.7% de
todo el ensilaje de gramineas se ensilaba con algun aditivo, entre los cuales el 31%
usaba este tipo de inoculantes, 37% usaban melaza y 29% usaban inhibidores de
la fermentacion (Honing y Woolford, 1980).

Cuadro 2. Categorias de aditivos para el ensilaje.

Clase Caracteristicas Modo de accion Ejemplos
Acidificantes Acidos organicos  Disminuir el pH del  Acido sulfarico y
Acidos material ensilado a  clorhidrico, acido
inorganicos niveles de 4.0 o formico, acido
menos, produce lactico.

plasmolisis celular y
disminucién en la
actividad de
bacterias

proteoliticas.




Inhibidores de la

fermentacion

Estimulantes de
fermentacion

lactica

Bacterias o

bacteriostaticos

Accion directa

Accion indirecta

Sustratos

Enzimas

In6culos

bacterianos

Antibidticos

Inhiben el
desarrollo de
bacterias lacticas
debido a su alto
contenido de
carbohidratos
solubles.
Estimulan el
desarrollo de
bacterias lacticas
debido a su alto
contenido de
carbohidratos
solubes.
Degradan
carbohidratos
estructurales o de
reserva,
aumentando la
disponibilidad de
carbohidratos de
facil fermentacion.
Favorecen la
dominancia de
bacterias acido
lacticas en la
microflora del
ensilaje.
Disminuyen el
crecimiento de

microorganismos

Formaldehido,
formalina,
hexamina y

paraformaldehido.

Melaza, suero de

leche.

Celuloliticas y

amiloliticas.

Lactobacillus
plantarum, L.

curvatus

Bacitracina




no deseables como

clostridios
Nutritivos Energéticos Mejoran el valor Cereales, melaza,
proteinicos nutricional de un urea, excretas
ensilado. animales

Fuente: Modificado por McDonald et al., (1991)

A grandes rasgos, todos los aditivos comerciales pueden clasificarse en
cuatro grupos principales, segun su modo de accion: estimulantes de la
fermentacién, inhibidores de la fermentacion, inhibidores del deterioro aerdbico y
absorbentes.

La aplicacion de técnicas apropiadas durante la cosecha y el ensilado no
son suficientes para impedir que la fermentacion inicial del ensilaje (Fase 2) se
realice en forma inadecuada. Esto puede ocurrir por una presencia escasa de
microorganismos BAL apropiados o por una baja concentracion de carbohidratos
hidrosolubles, o ambos.

La cantidad de carbohidratos hidrosolubles que se precisa para inducir una
buena fermentacién depende del contenido de materia seca y de la capacidad
tampon del forraje.

Los forrajes que contienen cantidades insuficientes de sustrato para
fermentar o un bajo contenido de materia seca arrojan un valor de coeficiente de
fermentacién (CF) menor a 35. En tales condiciones, para inducir una buena
fermentacién es preciso aumentar el contenido de azucares, ya sea agregandolos
directamente (p. ej. usando melaza) o introduciendo enzimas que puedan liberar
otro tipo de azucares presentes en el forraje. Los forrajes con valores de CF de 35
0 mas, tienen suficiente substrato disponible para una buena fermentacion. Sin
embargo, agregando ciertas BAL se puede acelerar y mejorar el proceso del
ensilaje. En casos de ensilajes con alto contenido de materia seca y poca
disponibilidad de agua, la presencia de BAL que sea tolerante a la presién

osmatica pasa a ser el factor critico para una buena fermentacion.



Debe recordarse que este tipo de bacteria representa una porcion muy
pequefa de la microflora natural de los cultivos forrajeros (Pahlow y Honing, 1996).
Los forrajes que contengan mas de 50% de materia seca se consideran muy
dificiles de ensilar (Staudacher et al., 1999).

2.8.1 Aditivos para inhibir la fermentacién del ensilaje

Este tipo de aditivos podrian, en teoria, usarse para todo tipo de forraje. Pero, en la
practica se usan generalmente solo para cultivos con bajo contenido de
carbohidratos hidrosolubles (CHOS) y/o alta capacidad tampon (McDonald et al.,
1991). En Holanda, los inhibidores mas difundidos son diversas sales (Haresing y
Cole, 1988). Una ventaja del uso de estas sales es la mayor facilidad y seguridad
en su manipulacién comparadas con los correspondientes acidos.

Los aditivos que inhiben la fermentacion en el ensilaje pueden reducir la
cantidad de esporas de clostridios. Empleados en ensilaje de forraje marchito de
gramineas, se ha constatado una disminucion de esporas de cinco a 20 veces.
Resultados similares pueden lograrse también al agregar melaza, como un
estimulante de la fermentacién. Los aditivos mas efectivos para inhibir el desarrollo
de clostridios parecen ser aquellos relacionados con el acido formico, el

hexametileno y los nitritos (Jonsson et al., 1990).

2.8.2 Aditivos que inhiben el proceso de deterioro aerébico

Es obvio que para impedir el deterioro aerdbico sera preciso inhibir la actividad y
desarrollo de los microorganismos responsables de este deterioro, y muy
especialmente de aquellos que dan comienzo a este proceso (p. €j. levaduras y
bacterias que generan una fermentacion acética). Algunos aditivos utiles para este
proposito incluyen varios acidos grasos volatiles, como el propiénico y el acético, y
otros de tipo biolégico, provenientes de microorganismos como lactobacilos y
bacilos que son capaces de producir bacteriocinas (Woolford, 1975a; McDonald et
al., 1991; Moran et al., 1993; Weinberg y Muck, 1996).



Los acidos sorbico y benzoico también muestran una fuerte actividad
antibiética (Woolford, 1975b; McDonald et al., 1991). Recientemente se ha
descubierto que Lactobacillus buchneri es un inhibidor muy eficaz del proceso de
deterioro aerdbico. Esto parece explicarse principalmente por la capacidad de L.
buchneri para degradar, bajo condiciones anaerdbicas, el acido lactico en acido
acético y 1,2-propanodiol, lo cual causa a su vez una disminucion muy significativa
del numero de levaduras presentes (Driehuis et al., 1997; Oude Elferink et al.,
1999). Este resultado concuerda con el hecho que los acidos grasos volatiles,
como propionico y acético, son mejores inhibidores de levaduras que el acido
lactico, y que mezclas de acidos lactico y propionico o acético muestran efectos
sinérgicos en su poder inhibidor (Moon, 1983).

Los resultados de Moon (1983) también explican porque en muchos casos,
los inoculantes biolégicos que promueven la fermentacion lactica homofermentativa
no mejoran la estabilidad aerodbica, y pueden incluso disminuirla (Weinberg y Muck,
1996; Oude Elferink et al., 1999).

La inoculacion de bacterias que producen propionatos no parece ser
apropiado para mejorar la estabilidad aerdbica del ensilaje. Esto se debe al hecho
que este tipo de bacterias sélo puede proliferar y producir propionato siempre que
el nivel del pH en el ensilaje permanezca relativamente alto (Weinberg y Muck,
1996.

2.8.3 Aditivos usados como nutrientes o como absorbentes

Ciertos cultivos muestran deficiencias en algunos componentes nutritivos
esenciales para una buena dieta para rumiantes. Al suplir los elementos deficitarios
con un aditivo en el momento de ensilar se mejora el valor nutritivo del forraje. Los
aditivos empleados con este propésito incluyen el amoniaco y la urea que permiten
aumentar el contenido en proteina, bruta y verdadera, del ensilaje, y la cal y el
MgSO4 que aumentan el contenido de calcio y magnesio. Si bien estos ultimos
aditivos no tienen efecto benéfico alguno en la fermentacion, la urea y el amoniaco

pueden mejorar la estabilidad aerdbica del ensilaje (McDonald et al., 1991).



Los absorbentes son empleados para forrajes con bajo contenido en materia
seca para evitar pérdidas de nutrientes provocadas por un escurrimiento excesivo
del ensilaje. La pulpa seca de remolacha azucarera y la pulpa de citricos han dado
buenos resultados. El uso de paja también es util pero tiene el efecto negativo se

bajar el tenor nutritivo del ensilaje (McDonald et al., 1991).

2.8.4 Combinaciones de aditivos

La mayoria de los aditivos comerciales contienen mas de un ingrediente activo con
lo cual se logra incrementar la eficacia y abarcar un rango mas amplio de
funciones. Algunas combinaciones muy usadas incluyen inoculantes que estimulan
la fermentacion lactica homofermentativa junto con enzimas que permiten liberar
ciertos azucares, o combinaciones que permiten la fermentacion y deterioro de
substancias inhibidoras como el acido formico, sulfitos y acido propionico (Rider,
1997). Montes (2002), estudi6é el efecto de bacterias acido lacticas y enzimas en
diferentes concentraciones sobre las caracteristicas fisico-quimicas del ensilado de
maiz y concluyd que no causa ningun efecto en el contenido de proteina, humedad,
cenizas, tampoco en el contenido de acido lactico, sin embargo para fibra cruda el
mejor tratamiento fue el 200% porque generd una disminucion en el contenido por
efecto de las enzimas, propiciando asi una mejor digestibilidad del ensilado.

Se han empleado enzimas que degradan la pared celular como las
celulasas, hemicelulasas y pectinasas. El aporte positivo de su accién es la
degradacion de carbohidratos complejos transformandolos en azucares
fermentativos mejorando la digestibilidad ruminal. Se ha comprobado que estas
enzimas pueden reducir el contenido de fibra y aumentar su digestibilidad sélo en
ensilajes hechos con trigo humedo ensilado al momento de la floracion, pero no en
ensilajes de trigo mas maduro y seco (Weinberg y Muck, 1996).

Actualmente se trabaja en la obtencion de nuevos aditivos que disminuyen el
efecto negativo de la fermentacion lactica homofermentativa sobre la estabilidad
aerdbica. Ya se han obtenido resultados promisorios que combinan productos

homofermentativos y heterofermentativos facultativos del grupo BAL con reactivos



como el amoniaco y el benzoato de sodio, o combinando BAL heterofermentativos

facultativos con L. buchneri heterofermentativo obligado.

2.8.5 Lactosuero como aditivo en el ensilaje

El lactosuero es un liquido que se obtiene por la coagulacién de la leche durante
elaboraciéon del queso, una vez que se separa del la caseina y la grasa (Spreer
1991). Este liquido constituye aproximadamente el 90% del volumen de la leche y
contiene la mayor parte de sus compuestos que son solubles en agua. La
composicién quimica del suero varia dependiendo de las caracteristicas de la leche
y las condiciones de elaboracion del queso. Su pH oscila entre 6.5-6.7, con un ideal
de 6.6. (Cuadro 3).

El agua es el componente mas abundante en el suero, constituye el 93% o
mas de este. La lactosa se encuentra en una proporcion cercana al 5%. Un poco
menos del 1% del suero lo constituye compuestos nitrogenados, de las cuales la
mitad son proteinas de muy alto valor nutritivo, entre las que se pueden encontrar
las albuminas, globulinas y una fraccion llamada proteasa-peptona. Otros
compuestos del suero son los minerales que se encuentran en concentraciones de
alrededor de 0.7%, se encuentra en mayor cantidad sodio, potasio, magnesio,
cloruro y fosfato. El suero contiene ademas las vitaminas hidrosolubles de la leche,
de las cuales la mas importante es la riboflavina o vitamina B, y en cantidades muy

variables aparecen grasa y acido lactico.



Cuadro 3. Composiciéon media del suero lacteo (Spreer, 1991)

Parametro Suero dulce Suero acido
Agua 93-95% 93-95%
Extracto seco 5-7% 5-7%
Lactosa 4.5-5.3% 3.8-5.2%
Proteinas 0.6-1.1% 0.2-1.1%
Grasa 0.1-0.4% 0.1-0.5%
Sales Minerales 0.5-0.7% 0.5-1.2%
Acido Lactico 0.1-0.2% 0.2-1.2%
Cloruros 0.15-0.6% 0.16-0.6%
Finos 0.05-0.3% 0.05-0.3%
Valor de pH 6.45 5

El lactosuero puede ser usado por distintos fines como los siguientes:

1.

Al A

Como sustrato principal para el desarrollo de fermentaciones (Canales et al.,
2002; Romero et al., 2002).

Forraje para ganado porcino y bovino (Jean, J. 1971).

Formulaciéon de bebidas para consumo humano (Jean, J. 1971).
Concentracion del lactosuero completo (Jean, J. 1971).

Fuente de una serie de componentes aislados a través de su

fraccionamiento (proteinas y lactosa) (Muller et al., 1999).

El lactosuero es un excelente medio de cultivo, cuya principal fuente de carbono

es la lactosa, sin embargo, su uso no se limita a fermentaciones en los que se

usen microorganismos capaces de metabolizar este azucar. La lactosa se

puede transformar en glucosa y galactosa, o mediante una primera

fermentacion, transformarla en acido lactico, y en una segunda, utilizar el

metabolismo como fuente de carbono. Entre los productos que se obtienen, o

pueden ser obtenidos por fermentacion del lactosuero, se encuentran: bacterias

lacticas y otros microorganismos usados en las propias queserias; acido lactico,

alcohol, acido acético, acido propionico; enzimas como proteasas y pectinasas;



penicilina, vitaminas B, y B2, aceite y proteina unicelular para alimento humano
y de animales (Hayashi, 1990).

Paraddjicamente el lactosuero es uno de los materiales mas contaminantes
que existen en la industria alimentaria. Cada 1,000 L de lactosuero generan
cerca de 35kg de demanda bioquimica de oxigeno (DBO) y cerca de 68kg de
demanda quimica de oxigeno (DQO). Esta fuerza contaminante es equivalente
a la de las aguas negras producidas en un dia por 450 personas (Jelen, 1979).

Mas aun, no usar el lactosuero como alimento es un enorme desperdicio de
nutrimentos; el lactosuero contiene un poco mas de 25% de las proteinas de la
leche, cerca del 8% de la materia seca y cerca del 95% de la lactosa. Como se
mostré anteriormente, por lo menos el 50% en peso de los nutrimentos de la
leche se quedan en el lactosuero.

Ahora bien, no todos los lactosueros son iguales. Una de las diferencias
principales entre ellos es su composicién, que depende no solamente de la
composicién de la leche para queseria y del contenido de humedad del queso,
sino de manera muy significativa, del pH al que el lactosuero se separa de la

cuajada.



ll. HIPOTESIS

Hipoétesis

Cuando se agrega Lactosuero al ensilaje de desechos de hongos comestibles,

incrementa la digestibilidad in situ.

« OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la digestibilidad in situ en una vaca fistulada de ensilaje de paja
de trigo con micelio de Pleurotus spp. Con diferentes concentraciones de

lactosuero acido.

Objetivos particulares
Comparar la digestibilidad in situ de los diferentes tratamientos de ensilado
de paja con micelio de Pleurotus spp, adicionado con diferentes concentraciones

de lactosuero.

Realizar analisis para determinar la cantidad de quimicos proximales durante

el proceso de ensilaje.



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion del Experimento

La fase experimental se realizd en el Instituto de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Autéonoma del Estado de Hidalgo, en el laboratorio de
Aprovechamiento Agroalimentario Integral iniciando con la apertura de los silos y

aplicacion de digestibilidad in situ en el mes de Agosto del 2006.

5.2 Diseino de los experimentos

Se elaboraron cinco tratamientos, los cuales consistieron en utilizar paja de
desecho de hongos (Pleurotus spp.) con cinco concentraciones de lactosuero (0,
12.5, 25, 50 y 100%), las cuales se realizaron como se muestra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Concentraciones de lactosuero empleados como aditivo en los

diferentes tratamientos.

Concentracion Lactosuero (mL) Solucion en agua
(mL)
0% 0 200
12.5% 25 175
25% 50 150
50% 100 100
100% 200 0

5.3 Proceso quirurgico para el estudio de la digestibilidad in situ

La elaboracién de una fistula en el rumen del ganado bovino, ovino y caprino es un
procedimiento realizado por personal con conocimientos en el area de Medicina

Veterinaria (Fig. 3), esta operacién quirdrgica permite tomar muestras del



contenido del rumen y hacer infusiones de sustancias en cantidades conocidas y a
razones también conocidas dentro del rumen, con la ventaja de tener libre acceso

al rumen mediante la fistula ruminal.

Figura 3. Operacién quirurgica de fistula ruminal

5.4 Elaboracion de microsilos

Se tomdé desecho de paja de hongos comestibles (Pleurotus spp), con una
humedad del 66-68%. Los microsilos se realizaron en frascos de vidrio con una
capacidad aproximada de 5 kg, un microsilo por cada concentracion dando un total
de cinco microsilos; estos frascos fueron lavados y sanitizados para evitar

contaminaciones, ademas de ser etiquetados para su control (Fig. 4).

Figura 4. Microsilos con 0, 12.5, 25, 50 y 100% de lactosuero, representados por

los numeros 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente.



La paja fue picada en trozos aproximadamente de 2cm de longitud, se
introdujo en los frascos mezclandola homogéneamente con el lactosuero logrando
aso agotar el lactosuero y la paja al mismo tiempo, después se comprimié a
presion manual para expulsar la mayor cantidad de aire, repitiendo el
procedimiento con cada una de las concentraciones (0, 12.5, 25, 50 y 100%) de
lactosuero.

Al final del llenado de cada microsilo, se cerr6 herméticamente para evitar
una fermentacién aerodbica, posteriormente se incubo a 30° C por 90 dias. Se
procedid a destapar cada microsilo a los 45 dias en dos ocasiones después de

haber iniciado el proceso de fermentacion.

5.5 Obtencion de las muestras para su Analisis

Se destaparon los microsilos de cada concentracion, descartando la parte superior
del ensilado (5cm), se mezcldé uniformemente todo el material dividiéndolo en 2
partes, desechando una parte, se tomaron aproximadamente 200g de cada
muestra que fueron almacenadas en bolsas de nylon, las cuales se identificaron y
se conservaron en congelacion. Para iniciar los analisis de laboratorio, se

descongelo previamente la cantidad de muestra que se utilizara para cada analisis.

5.6 Variables de Estudio

5.6.1 Extracciones

Se realizaron los extractos mediante la técnica de Campos (2000). Se tomaron 10
g de materia del microsilo, posteriormente se le adicionaran 100 mL de agua
destilada y se mantuvo agitando durante una hora. Pasado este tiempo se filtré
con una gasa y posteriormente en una bomba de vacio en papel Whatman No. 41,

finalmente se filtré6 en microfiltros con tamano de poro de 0.45 um.



5.6.2 Determinacion de pH

pH es definido como el logaritmo negativo de la concentracion molar de iones
hidrogeno (Susane, 2003).

Para determinarlo se tomaron 50 mL de la extraccion del material ensilado y
se depositaron en un vaso de precipitado, posteriormente se calibré el
potenciometro con soluciones buffer de 4 y 7, se introdujo el electrodo en el vaso y

se tomo la medicion.

5.6.3 Determinacion de humedad

Principio

El fundamento de esta técnica se basa en la aplicacion de calor a la muestra que
contiene humedad superficial e interna. Lo anterior se logra mediante el
calentamiento y circulacion continua de aire seco, lo que permite la evaporacion de

agua presente y asi lograr el secado de la muestra.

Técnica
Se pesaron 10g de muestra del material ensilado de cada uno de los microsilos, se
colocaron en charolas de aluminio previamente puestas a peso constante, se
introdujo a la estufa a una temperatura de 95 — 100° C por un periodo de ocho
horas. Se enfrid en un desecador y se peso en la balanza analitica, se realizaron
los siguientes calculos:

% Humedad = (A-B)/ pm *100
Donde:
A = Peso de la capsula de aluminio con la muestra himeda
B = Peso de la capsula de aluminio con la muestra seca

pm = Peso de la muestra humeda



5.6.4 Determinacioén de cenizas

Principio
Es llamado asi al residuo que resulta de la combustion completa de una muestra
dada a una temperatura constante (500-600°C), hasta el agotamiento total del

material combustible (Susane, 2003).

Técnica

Se pesaron 0.5g de muestra seca del material ensilado, en un crisol a peso
constante, previamente pesado y tarado, se carbonizé el material en un mechero
hasta que no desprendi6 humo, posteriormente se introdujo en una mufla
previamente calentada a 550° C por un periodo de cinco horas o hasta que tomo
un color blanco, se enfri6 en un desecador y se pesdé en una balanza analitica.
Posteriormente se realizaron los siguientes calculos:

% cenizas = (A-B)/ pm * 100

Donde:
A = Peso del crisol con cenizas
B = Peso del crisol

pm = Peso de la muestra

5.6.5 Determinacion de proteina cruda

Principio

El método Kjendahl para la determinacion de proteina-nitrogeno consiste en la
conversion de proteina-nitrégeno a sulfato acido de amonio durante la digestién del
resto de la materia organica con acido sulfurico y calor, en presencia de un
catalizador. Una vez que la materia organica se ha desintegrado completamente, la
solucién se neutraliza con hidréxido de sodio, liberandose amoniaco el cual es
destilado con vapor dentro de una solucion de acido boérico, para formar un

complejo boro-amoniaco. La cuantificacion del nitrégeno se logra cuando una



solucion de acido previamente valorado (acido clorhidrico 0.1 N) se anade a la
soluciéon formando por cada equivalente de boro-amoniaco, un equivalente de
cloruro de amonio. Aqui, TmL de acido estandarizado neutraliza 0.014g de

nitrégeno en forma de amonio (AOAC, 1975).

Técnica

Se analiz6 0.5 g de muestra del material del ensilado seco, que se coloco junto con
5g de mezcla digestora (200g de sulfato de potasio, 20g de sulfato cuprico
pentahidratado y 5g de dioxido de selenio) en una probeta Kjendahl, se afiadio
15mL de &acido sulfurico concentrado y se mezclaron. Se realizé el proceso de
digestion por calentamiento hasta alcanzar una coloracién verde transparente, a
partir de este momento se continud el calentamiento por 30 minutos mas. Después
se dejo enfriar a temperatura ambiente, se afadid 20mL de agua destilada,
posteriormente se adiciono automaticamente 50 mL de hidréxido de sodio al 40%.
Esta mezcla se sometié a una destilacion hasta obtener 300mL de destilado en un
matraz Erlenmeyer que ya contenia 50 mL de acido bérico al 20% y dos gotas de
indicador (rojo de metilo). Finalmente se valoré el destilado con una soluciéon de
acido clorhidrico 0.1 N y se realizaron los calculos correspondientes utilizando el

factor de conversion de 6.25.

% de proteina cruda = ((ml B — ml de acido) (N acido) (104))/pm * 6.25
Donde:
MI B = ml de acido gastados en el testigo.
N = Normalidad del acido.
1.4 = Miliequivalentes de NaoH.
pm = peso de la muestra.

6.25 = Factor de conversién de nitrdgeno a proteina cruda.



5.6.6 Determinacion de Fibra Detergente Neutro (FDN)

Principio

El método de detergente neutro es un método rapido para la determinacién de fibra
en alimentos de origen vegetal. Parece dividir la materia seca de los alimentos muy
cerca al punto que separa los constituyentes solubles y nutricionalmente
disponibles de aquellos que son aprovechables de manera incompleta y dependen

de la fermentacion microbiana (Van Soest, 1973).

Técnica

Se pesd 1g de muestra seca-molida y se prepard una solucién de detergente
neutro (18.61g de EDTA y 6.81g de Tetraborato de Sodio, 30g de Lauril sulfato de
sodio, 10mL de Etilen Glicol Monoetil éter y 4.56g de Fosfato Acido Disédico para
un litro de agua destilada). Posteriormente se coloco la muestra y 100 mL de la
solucion detergente neutro en un vaso de Berzelius apropiado para el aparato de
fibra (Labconco) y se procedié a calentar la solucion hasta hervir dejandose por 60
minutos evitando la formacién de espuma. Después se procedidé lavar la muestra
con agua caliente en un Sistema de Filtracion de Fibra (modulo de Extraccion),
hasta retirar la mayor cantidad de detergente, luego se llevaron los contenedores
de la muestra a secar a 100° C en una estufa, después se realizaron los calculos

correspondientes.
% FDN = (A —B)/ pm * 100
A = peso vaso y muestra después de realizar la hidrdlisis.

B = peso constante del vaso con cilite.

pm = peso de la muestra.



5.6.7 Digestibilidad in situ

Principio

El método de digestibilidad in situ se basa en la solubilidad de los alimentos al
ingresar al tracto digestivo de los rumiantes, ya que se ha comprobado que los
procedimientos de fermentacion en el rumen son muy Uutiles para las
investigaciones de alimentos o para obtener sus caracteristicas.

Las investigaciones se realizan con ayuda de una técnica quirurgica llamada
fistula ruminal hecha al ganado caprino, ovino o bovino, es un procedimiento
bastante frecuente que permite tomar muestras del contenido del rumen y hacer
infusiones de sustancias conocidas y a razones también conocidas dentro del

rumen.

Técnica

La técnica consiste en colocar 10g de materia seca (100 — 105 °C por un periodo
de 12 h), en una bolsa de nylon de (u otro material indigerible y con tamafo de
poro de 0.30 um para impedir la salida de materia estudio), la cual se coloca en el
rumen atada a una cadena para evitar al dispersion de éstas dentro del rumen del
animal. Las bolsas se retiran del rumen después de 48 h cumplidas, se lavan
perfectamente hasta retirar la mayor cantidad de liquido ruminal y se someten a un
secado a 100 — 105° C por 12 h, posteriormente se realizan los analisis

correspondientes.

DA = (100)-((dDA)*(100)/ (aDA))

Donde:
DA: Digestibilidad Aparente.
dDA: después de Digestibilidad Aparente.

aDA: antes de digestibilidad aparente.



5.6.8 Determinacion de extracto etéreo

Principio

Al aplicar calor al éter, éste se volatiza, posteriormente se condensa por accién de
la circulacién de agua fria a través de un condensador y al pasar se precipitar en
forma de lluvia a través de la muestra, arrastrando todo aquel material soluble en
éter. Este procedimiento es repetido una y otra vez hasta que todo el material
extraible de la muestra ha sido obtenido (AOAC, 1975).

Técnica

La muestra es deshidratada en un recipiente que soporta temperaturas de 100 a
105° C durante 12 h. Los vasos y cartuchos para el equipo Soxhelt también se
mantienen durante 12 h a 100 — 105° C, posteriormente se enfrian en un
desecador media hora y se registra su peso, se toma la muestra deshidratada
evitando el contacto directo con las manos, se pesan de 2 a 5g en los cartuchos de
celulosa.

El reactivo utilizado es éter de petroleo; se coloca la muestra y se vierte la cantidad
necesaria en los vasos Soxhelt y se programa, terminando el ciclo programado, los
vasos se colocan en una estufa hasta eliminar todo el éter restante, se enfrian y
registran pesos.

% Extracto Etéreo = (peso del vaso después del ciclo de extraccion — peso

constante del vaso)/ pero de muestra *100

5.6.9 Extracto Libre de Nitrégeno (ELN)

Representa la fraccion del alimento realmente digerible.
ELN = (100)-(pc+g+FDN+C)

pc= proteina cruda

g= grasa

FDN= Fibra Detergente Neutro

C= cenizas



5.6.10 Analisis estadistico de datos

El analisis de datos fue completamente al azar, con analisis de varianza mediante
la prueba de Tukey con un nivel de significancia (P<0.05), en un paquete
estadistico llamado NCSS version 2003.



VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Cinética del contenido nutricional de ensilados de paja con micelio de
Pleurotus ostreatus (PO) adicionado con diferentes concentraciones de

lactosuero acido (LA).

Materia seca

Como se observa en la Fig. 5, el contenido de materia seca entre los tratamientos
se redujo debido a la adicién de LA al inicio del ensilado presentando diferencias
significativas (P<0.05). Para el tratamiento que posee 0% de LA el contenido de
materia seca es de 26.69+-0.27% y para el tratamiento con 100% de LA fue de
23.07+-0.27%, estos valores son menores a lo reportado por Alderete (2006) quien
menciona que el tratamiento de paja con micelio de PO sin LA fluctué en 37% y en

los tratamientos con LA fue de 30%.
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Figura 5. Determinacion de materia seca en los tratamientos al inicio del ensilaje.
Evangelista y Ortega (2006) reportaron que en los ensilados de maiz adicionados
con diferentes concentraciones de lactosuero poseian de 21-30% de materia seca,
y atribuyen que los cambios o variaciones en materia seca tiene un efecto directo
sobre la cantidad de bacterias, velocidad de fermentacion y pérdida de energia
debido a la respiracion prolongada de la planta.



Alderete (2005), no reporta cambios considerables en el contenido de materia
seca, lo anterior pudo ser debido a un mejor ensilaje.

En cuanto al comportamiento del contenido de materia seca con respecto al
tiempo, en la Fig. 6 se puede apreciar una disminucion pasando de 24.68 - 26.26+-
0.27% a los 0 dias a 22.06 — 23.51+-0.47% a los 45 dias para los tratamientos con
0 y 50% de LA, con diferencias significativas (P<0.05). Considerando que para
obtener un ensilado de buena calidad debe de poseer 30% de materia seca y sin
variaciones en el transcurso del proceso de ensilaje. A los 90 dias el ensilaje de PO
presento incremento de materia seca en todos los tratamientos debido a las
practicas de obtencion de muestra de los microsilos, con un incremento mas visible

en el tratamiento con 0% de LA.

28

26 k\ -~ —a 12,5
.\\\ _— |25

e
——50
22 —y

—e— 100

% Ms
N
N

20 T T
0 45 90

Dias

Figura 6. Contenido de materia seca respecto al tiempo de ensilaje.

Fibra Detergente Neutro (FDN)

La determinacion de FDN (Fig. 7) sefala que no hubo diferencias significativas
(P>0.05) entre los tratamientos, con valores entre 63.1 — 63.18+-0.52% al inicio del
proceso de ensilaje (0 dias). Alderete, (2005) reportd que no hubo diferencias
significativas (P>0.05) con valores de 37.02 — 38.06%. El contenido de FDN es
directamente proporcional al estado de madurez y del tipo de cultivo en estudio; asi

pues Montes (2002) reportd un contenido de FDN para ensilado de maiz de 6.32 —



11.01% y Evangelista y Ortega (2006) reportaron que el arroz posee desde 46.8%
hasta 60.2% FDN y en planta entera de maiz de 31% a 41.9%. La diferencia del
contenido de FDN es debido basicamente al grado de madurez que presenta el
materia ensilado (Paja con micelio de PO), proporcional al contenido de celulosa y

lignina, elementos usados para la alimentacion de rumiantes.
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Figura 7. Contenido de FDN al inicio del proceso de ensilaje.

En cuanto al analisis del contenido de FDN respecto al tiempo, hubo diferencias
significativas (P<0.05), denotando un incremento de 63.1 — 63.18+-0.52% a los 0
dias a 64.49 — 68.46+-0.47% a los 45 dias para el tratamiento con 50% de LA (Fig.

8). De 45 a 90 dias se muestra una disminucién de FDN en todos los tratamientos.
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Figura 8. Determinacién de FDN en los tratamientos a 0, 45 y 90 dias.



Proteina cruda

En el andlisis quimico de ensilado de paja de PO adicionado con diferentes
concentraciones de LA (0, 12.5, 25, 50 y 100), se observé que el contenido de
proteina se situé entre 5.13 — 5.74+-0.14% en todos los tratamientos (Fig. 9) al

inicio del proceso de ensilaje y no existieron diferencias significativas (P>0.05).
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Figura 9. Analisis de proteina de los diferentes tratamientos al inicio del proceso de
ensilaje.

Estos resultados son similares a los de Evangelista y Ortega (2006), quienes
reportaron que la adicién de lactosuero no modifica las caracteristicas quimicas al
inicio de ensilados de maiz adicionado con 0, 25, 50 y 75 de lactosuero.

El analisis del comportamiento de los diferentes tratamientos respecto al tiempo (0,
45 y 90), sefala que conforme transcurre el tiempo la cantidad de proteina
presente se incremento debido a la accibn de microorganismos presentes
generando proteina microbiana (Fig. 10), alcanzando los valores mas altos (7.26 —
6.9+-0.14%) en los tratamientos que contienen 50 y 100% de LA respectivamente a
los 90 dias, tal como lo sefialan Evangelista y Ortega, 2006 donde encuentran
incremento a los 60 dias del proceso. De acuerdo al analisis entre tratamientos se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos, tal como lo
sefala Montes (2002) en donde los microsilos de maiz adicionados con un cultivo

comercial de una mezcla de bacterias acido lacticas y enzimas en concentraciones



recomendadas por el distribuidor, existe diferencia significativa (P<0.05) en cuanto

al contenido de proteina desde 5.26 — 7.23% durante el proceso de ensilaje.
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Figura 10. Contenido de proteina en a 0, 45 y 90 dias de proceso de ensilaje.

Extracto Libre de Nitrogeno (ELN)

En la Fig. 11 se observa que hubo diferencias significativas (P<0.05) entre los
tratamientos en el contenido de ELN al inicio del ensilaje, con valores de 16.7 a
17.84+-0.44% en los tratamientos que contienen 0 % de LA y 100% de LA,
respectivamente. Los valores son diferentes a lo que reportd Alderete (2006), con

valores que van desde 20 — 44%.
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Figura 11. Contenido de ELN al inicio del proceso de ensilaje.



La diferencia del contenido de ELN con lo reportado por Alderete (2006) es debido
a que en esta investigacion, el contenido de FDN y cenizas son los que encabezan
el mayor contenido. Los tratamientos que contienen 12.5 y 100% de LA poseen
17.75 y 16.84 respectivamente.

El comportamiento del contenido de ELN respecto al tiempo (Fig. 12), existieron
cambios a los 45 y 90 dias con diferencias significativas (P>0.05) entre los
tratamientos. EI comportamiento en el contenido de ELN durante el proceso de
ensilaje, es provocado por el comportamiento del contenido de FDN durante el
proceso de ensilaje, ya que de 0 a 45 dias se aprecia un comportamiento

descendente y de 45 a 90 dias presenta un comportamiento creciente.
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Figura 12. Contenido de ELN durante el proceso de ensilaje.

pH

En el Cuadro 5 se observan los valores de pH durante el proceso de ensilaje. A los
0 dias el material a ensilar muestran un pH aceptable, similares a los reportados
por Alderete, (2005). Pero pasados los dias de ensilaje el pH se incremento hasta
alcanzar valores entre 8 y 9, diferentes completamente con los ideales de un
ensilado de buena calidad 3.4 — 3.8 (Alderete, 2005).



Cuadro 5. Comportamiento del pH durante el proceso de ensilaje.

Tratamiento 0dias 45dias 90 dias

0 6,88 8,55 8,56
12.5 6,43 8,77 8,88
25 6,37 8,69 8,97
50 6,71 8,62 8,62
100 6,75 9,04 8,81

Montes (2002), reporto que el bajo contenido base de materia seca afecta
negativamente el proceso de fermentacion dando lugar a un pH alto y atribuye los
cambios de pH a la capacidad buffer del material a ensilar. En esta investigacion el
pH inicial se situ6 entre 6.3 y 6.8 a los 0 dias, pero a los 45 dias, el pH al igual que
la Humedad relativa presento un incremento llegando a un pH de 8 manteniéndose
asi hasta los 90 dias, sin ningun indicio de disminuir, lo anterior puede ser debido al
contenido de Humedad relativa dentro del microsilo.

Cenizas

Al inicio del proceso de ensilaje no hubo diferencias significativas (P>0.05) entre
los tratamientos con un contenido cenizas promedio de 16.54%. Pero conforme
transcurre el tiempo (0, 45 y 90 dias) se observa que hay un incremento de 44% a
los 90 dias (Fig. 13) en todos los tratamientos. Alderete (2005) y Montes (2002),
también reportan incrementos en el contenido de cenizas respecto al tiempo y lo
atribuyen a la mineralizacion de compuestos organicos durante el proceso de

fermentacion.
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Figura 13. Contenido de cenizas en los tratamientos respecto al tiempo.



Grasa

En el contenido de grasa en los tratamientos no hubo diferencias significativas
(P>0.05), situando los valores (0.37 — 0.5+-0.02%) al inicio del ensilaje, al igual
como lo reporta Alderete (2005).

El comportamiento de los diferentes tratamientos respecto al tiempo sefalan que
se redujo a los 90 dias sin diferencias significativas (P>0.05). Las cantidades
determinadas en los ensilados son minimas, por lo que se puede decir que el
contenido de grasa es despreciable (Fig. 14). La disminucion del contenido de

grasa puede ser debido al detrimento nutricional del ensilado.
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Figura 14. Promedio del contenido de grasa en los tratamientos (0, 12.5, 25, 50 y

100) respecto al tiempo.

Digestibilidad del contenido nutricional de ensilados de paja con micelio de
Pleurotus ostreatus (PO) adicionado con diferentes concentraciones de

lactosuero acido (LA).

Digestibilidad de Materia seca

La digestibilidad de materia seca (Fig. 15) se situd entre 36.23 — 37.39+-0.38%, al
inicio del proceso ensilaje sin diferencias significativas (P>0.05), diferente a lo
reportado por Mustafa, (2004), quien senala que la digestibilidad de materia seca

de microsilos de granos de maiz dulce es de 52%. Las diferencias de la



digestibilidad de materia seca entre los microsilos de maiz y la paja de PO, se
deben a que la paja ha sido usada para el cultivo de PO, por lo tanto presenta
cierto grado de agotamiento de nutrientes; en cambio el material usado por
Mustafa, (2004) ha sido destinado unicamente para ensilar, es decir no presentar

ningun tipo de agotamiento nutrimental.
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Figura 15. Digestibilidad in situ de Materia seca en silos al inicio del proceso de
ensilaje.

La digestibilidad de materia seca durante el proceso de ensilaje encontrando una
mayor digestibilidad al inicio (37.5) y menor a los 90 dias de ensilaje (35%). Las
variaciones son debidas a los cambios en el contenido de materia seca que
presenta durante el proceso de ensilaje, asi el contenido de materia seca ejerce un
efecto directo sobre la digestibilidad de la misma, cuando aumenta el contenido de

materia seca también su digestibilidad y viceversa.

Digestibilidad de Fibra Detergente Neutro (FDN)

El comportamiento de la digestibilidad de FDN disminuye conforme transcurre el
proceso de ensilaje, antes aplicar la técnica de digestibilidad presento valores entre
61.47 — 68.94+-0.52% durante todo el proceso, después de aplicar la técnica los
valores fluctuaron entre 75 — 80%, por lo cual no hay digestibilidad de Fibra
Detergente Neutro, lo que se traduce que el material no es aprovechado para la

nutricion del rumiante.



Digestibilidad de Proteina cruda

En la digestibilidad de proteina cruda al inicio del proceso de ensilaje (Fig. 16)
hubo diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05), el tratamiento que
fue adicionado con 50% de lactosuero posee la mayor digestibilidad de proteina

cruda 57.09+-2.89%.
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Figura 16. Digestibilidad de Proteina cruda al inicio del proceso de ensilaje.

El comportamiento de la digestibilidad de proteina cruda durante el proceso
ensilaje (Fig. 17) presento diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos.
De 0 a 45 dias se presento una disminucién en la digestibilidad de proteina, lo
anterior es debido a que al inicio del proceso de ensilaje los elementos no han
sufrido ningun efecto a causa del proceso de fermentacién y el incremento de 45 a

90 dias es debido a la produccion de proteina microbiana.
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Figura 17. Digestibilidad de Proteina cruda durante el proceso de ensilaje.



Digestibilidad de Cenizas

La digestibilidad de cenizas al inicio del proceso de ensilaje mostro valores entre

53.15 — 59.29+-1.13% con diferencias significativas (P<0.05) (Fig. 18).
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Figura 18. Digestibilidad de cenizas el inicio del proceso de ensilaje.

La digestibilidad de cenizas durante el proceso de ensilaje (Fig. 19) muestra un
comportamiento creciente, con diferencias significativas (P<0.05), mostrando
valores entre 62.71 a 72.49+-1.97% para los tratamientos con 100 y 25% de LA
respectivamente a los 90 dias. Gonzalez, (2006), senala que durante la
preservacion de forraje mediante la técnica de ensilaje hay pérdida de
componentes, consecuentemente el agua generada durante este proceso reduce el
contenido de materia seca, mientras que la desaparicion de carbohidratos solubles

inducen a un pasivo incremento de otros componentes como minerales.
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Figura 19. Digestibilidad de Cenizas durante el proceso de ensilaje



VIl. CONCLUSIONES

El ensilajes de paja de trigo con micelio de PO, adicionado con diferentes

concentraciones de Lactosuero acido (0, 12.5, 25, 50 y 100), al cual se le tomaron

muestras a los 0, 45 y 90 dias, no reporto las condiciones idoneas en ninguna de

las concentracion de lactosuero para obtener un buen ensilaje, ya que el pH inicial

fue incrementando de 6 a los 0 dias a 8 a los 45 y 90 dias.

El contenido de materia seca presento variaciones que afectaron el proceso
de ensilaje y por lo tanto presento digestibilidades menores que en ensilajes

de buena calidad.

El contenido de Fibra Detergente Neutro durante el proceso de ensilaje
concuerda con el grado de madurez que presenta el material usado para

ensilar. Pero no hay digestibilidad de Fibra Detergente Neutro.

El contenido de proteina cruda se incremento conforme transcurre el
proceso de ensilaje. La digestibilidad de proteina presenta sus valores mas

altos al inicio del proceso de ensilaje.
El Extracto Libre de Nitrégeno presenta un comportamiento normal.

El contenido de cenizas presenta un incremento durante el proceso de
ensilaje y presenta una digestibilidad creciente de 0 a 90 dias durante el

proceso de ensilaje.

El contenido de grasa que contiene el material usado es minimo, por lo

anterior es despreciable.



VIll. RECOMENDACIONES

= En el analisis material de ensilaje, que generalmente son forrajes, es
importante considerar las condiciones de analisis, ya que representa un

factor clave para lograr una objetividad en los resultados.

= Cuando se manejan microsilos es importante asegurar que hay ausencia de
oxigeno, de lo contrario esto puede afectar al buen desarrollo del microsilo,

es recomendable usar microsilos que no contengan ningun tipo de orificio.

= En el uso de bolsas de nylon es importante la revisidbn constante de su
estructura, para detectar posibles agujeros que pudieran ocasionar fuga de

material en estudio y asi interferir en la obtencion de resultados.

= En la elaboracién de microsilos es importante tomar medidas de limpieza

para evitar la contaminacion del material a ensilar.

= En el caso de la aplicacion de aditivos, es conveniente aplicar de manera
equitativa y total, para lograr lo homogeneidad de el material en estudio,
para lo cual se recomienda el uso de atomizadores para lograr impregnar de

forma total.
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