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RESUMEN

Se evalud el efecto de la adicion de Bacillus spp. en ensilaje de rastrojo de maiz (Zea
mays) sobre la cinética de degradacion ruminal in situ y fermentacion ruminal in vitro de
acuerdo a un disefio completamente al azar, con cuatro tratamientos dosis de Bacillus
spp.(0, 1.5, 3, 4.5 ml/Kg MS). Se determind el contenido de Materia Seca (MS), materia
organica (MO), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) y se calculé la
Degradacion Efectiva (DE) de MS. La digestibilidad in vitro consistio en la incubacion de
las muestras con liquido ruminal durante 48 h, la degradacién in situ de MS se realizd en 6
bovinos machos castrados, con un peso de aproximadamente 450 kg, de raza mestiza,
provistos de una fistula con canula en el rumen (Bar Diamond, Parma, Idaho, USA).
Mantenidos en corrales de techo de zinc y piso de cemento, a los animales se los alimento
con una dieta a base de forraje de alfalfa, los tiempos de incubacién fueron de 0, 3, 6, 12,
24, 36, 48, 72 y 96 h. Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de Orskov & McDonald
(1979) para establecer las fracciones soluble (a), insoluble pero potencialmente degradable
(b), las tasa de degradacién en % por hora (c), tasas de pasaje (k) 0.02, 0.05 y 0.08 (k/%h)
y la degradabilidad efectiva (DE). Con respecto a la degradabilidad de MS los tratamientos
T3 y T4 registraron mayores valores en la fraccién insoluble pero potencialmente
degradable (b) (45% y 44% respectivamente). En cuanto a la degradacion ruminal de la
MO, la fraccion soluble (a) fue mayor (P=<.0001) en T1 (37%), T2 (39%) y T4 (38%) con
relacion al T3, la fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b) fue mayor
(P=<.0001) en T3 (45%) y T4 (44%). La degradacion efectiva con las diferentes tasas de
pasaje (k) fue mayor (P>0.05) en T2 y T4 con relacién a los demés tratamientos. La
digestibilidad in vitro de la MS y MO no mostré diferencias (P=0.1372 y P=0.1169
respectivamente) entre tratamientos. EI pH ruminal en las horas 4 y 12 disminuyo en los
tratamientos T1, T2, T3 en comparacion a T4 (7.11 y 7.36 respectivamente) post
incubaciéon. El Nitrégeno Amoniacal (NH3) presenta diferencias estadisticas entre
tratamientos en las horas 2, 4 y 8 de muestreo post incubacién, obteniendo el mayor
(P<0.05) NHj3 los experimentos incubados con el ensilaje tratado con la mayor dosis de
Bacillus spp. T4. En la produccion de AGVs el acido Propidnico es mayor en los
tratamientos T3y T4 en las horas (2, 4) y (2, 4 y 8) respectivamente.

Palabras claves: in vitro, in situ, digestibilidad, produccién de gas, degradacién, materia

seca, materia organica, fibra detergente neutra, fibra detergente acida.



SUMARY

The effect of the addition of Bacillus spp. in maize (Zea mays) stubble silage was
evaluated on the in situ ruminal degradation kinetics and ruminal fermentation in vitro
according to a completely randomized design with four dose treatments of Bacillus spp. (0,
1.5, 3, 4.5 ml/Kg DM). Determined the content of Dry Matter (DM), organic matter (OM),
neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (FDA) and the Effective Degradation
(ED) of DM. In vitro digestibility consisted of incubating the samples with ruminal fluid
for 48 h, in situ degradation of MS was performed in 6 male castrated cattle, weighing
approximately 450 kg of mestizo breed, with a cannula fistula in the rumen (Bar Diamond,
Parma, Idaho, USA). Maintained in zinc roof pens and cement floor, the animals were fed
with a diet based on alfalfa fodder, the incubation times were 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 and
96 h. The data obtained were adjusted to the model of Orskov & McDonald (1979) to
establish the soluble (a), insoluble but potentially degradable fractions (b), degradation
rates in % per hour (c), passage rates (k) 0.02, 0.05 and 0.08 (k /% h) and effective
degradability (ED). Regarding the degradability of DM, the treatments T3 and T4 showed
higher values in the insoluble but potentially degradable fraction (b) (45% and 44%,
respectively). In relation to ruminal degradation of OM, soluble fraction (a) was higher (P
=<.0001) in T1 (37%), T2 (39%) and T4 (38%) in relation to T3, the Insoluble fraction but
potentially degradable (b) was higher (P = <.0001) in T3 (45%) and T4 (44%). The
effective degradation with different passage rates (k) was greater (P> 0.05) in T2 and T4
than in the other treatments. The in vitro digestibility of DM and OM did not show
differences (P = 0.1372 and P = 0.1169, respectively) between treatments. The ruminal pH
in the 4 and 12 hours decreased in treatments T1, T2, T3 compared to T4 (7.11 and 7.36
respectively) post-incubation. Ammonia Nitrogen (NH3) presented statistical differences
between treatments at hours 2, 4 and 8 post-incubation sampling, obtaining the highest (P
<0.05) NH3 the experiments incubated with the silage treated with the highest dose of
Bacillus spp. (T4). In the production of VFAS, propionic acid is higher in treatments T3
and T4 in hours (2, 4) and (2, 4 and 8) respectively.

Key words: in vitro, in situ, digestibility, gas production, degradation, dry matter, organic

matter, neutral detergent fiber, acid detergent fiber.
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CAPITULO |

1 INTRODUCCION

La produccién ganadera en el Ecuador se basa en pastoreos rotativos, y la produccién de
pastizales esta a expensas de las condiciones climaticas (época de lluvias o sequia). En la
época de secas el rendimiento y valor nutricional de la biomasa forrajera es limitada, lo
cual reduce el desempefio productivo de los animales. Una alternativa para el productor es
la utilizacion de fuentes alimenticias a base de ensilaje, henolaje y subproductos
agroindustriales lo que permite subsanar la deficiencia nutricional a bajo costo (Asar et al.,
2010).

El proceso de ensilaje en bolsas plasticas permite conservar el forraje en un estado fisico-
quimico parecido al que tiene en el momento de la recoleccion (Caraballo, 2012). La
utilizacion de la planta de maiz sin la mazorca para ensilar puede ser viable debido a la
gran disponibilidad de este tipo de forraje durante el afio (Garcés et al., 2004). Sin
embargo, el contenido de fibra puede ser elevado (FDA 29%, FDN 56%) (Rendon et al.,
2013) lo que reduce la disponibilidad de los nutrientes a la accién de los microrganismo
del rumen. Como estrategia para aumentar la recuperacion de los carbohidratos solubles en
los ensilajes es la utilizacion de aditivos como biocatalizadores (hogos, bacterias, levaduras
etc) mismos que a través de las enzimas que producen pueden ayudar a solubilizar la pared
celular (Bhat; Hazlewood, 2001).

En este sentido, la utilizacion de Bacillus ssp. podria ayudar a mejorar la calidad
nutricional del ensilaje debido a que estos microorganismos generan enzimas con
capacidad de hidrolizar principalmente celulosa y hemicelulosa (Ooi y Kikuchi, 1995)
mejorando la digestion de los nutrientes a nivel ruminal (Hristov; McAllister 2002). Varias
investigaciones han demostrado que la incorporacion de Bacillus spp. a la dieta de los
rumiantes mejor6 la degradacion de la fibra, incremento la produccion de AGVs y la
sintesis de proteina microbiana y se redujo el nitrégeno amoniacal en el rumen, y esto
produjo mayor rendimiento productivo en los rumiantes (leche y carne) (Quiao et al.,
2008), también mencionan Blaxter y Clapperton, (2005) que se redujo la produccion de

gases de efecto invernaderos. Con base en estos antecedentes, el objetivo de esta



investigacion es determinar el efecto de la adicion de Bacillus spp. en ensilaje de maiz (zea

mays) sobre la cinética de degradacién ruminal in situ y fermentacién ruminal in vitro.



CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. Produccién ganadera.

En nuestro pais la actividad ganadera es ampliamente representativa por lo que exige una
alta demanda de produccién de forraje para la alimentacion, lo cual abre la oportunidad de
implementar nuevas técnicas y alternativas de alimentacion, conservacion de forrajes como
el ensilaje, henolaje y disminuir la competitividad de forrajes (Escobar, 1996). El interés
por la utilizacion de residuos agricolas en la alimentacion de rumiantes se ha venido
incrementando en el ambito mundial en los ultimos afios, a medida que la disponibilidad
del grano se reduce (Fuentes et al., 2001). Esto, ha sido una buena alternativa para la
utilizacion del rastrojo de maiz como alimento para rumiantes, pese a que posee poco valor

alimenticio y baja digestibilidad debido a su estado de lignificacion (Espinoza et al., 2004)

Los ensilajes nos sirven para almacenar alimentos en tiempo de cosecha y escasez,
conservando calidad y palatabilidad a bajo costo. Este tipo de alimentos se emplea para
manejar ganado en forma intensiva semi-intensiva o estabulada por ser una excelente
opcion para la alimentacion en las ganaderias del pais por la gran variedad de forrajes que
existen, la intensidad solar y el nivel de lluvias que existen, por lo que se pueden producir

varias cosechas en el afio (Reyes, 2013).

2.2. Situacion econdmica actual de ganaderia

Las condiciones climéticas de la region perjudican a la explotacion ganadera por la escasez
de alimento en determinadas épocas del afio, provocando aumento de costos, la carne y
leche de bovinos son los productos pecuarios de mayor importancia econémica y social,
pues en su produccién, procesamiento y comercializacion involucra gran parte del
territorio nacional. Segun el Instituto Nacional Autdbnomo Investigaciones Agropecuarias
(INIAP, 2008), la explotacion bovina de doble proposito (leche-carne), ha resultado ser
mas sustentable pues le proporciona al mediano y pequefio productor la liquidez necesaria

en el corto plazo para el sostenimiento y desarrollo de su sistema de produccion.



2.3. Alimentacion ganadera en Ecuador

En nuestro pais existen diversos sistemas de produccién ganadera: a campo abierto, sogueo
y semiestabulado, en terrenos con escasa fertilidad, con pastos poco adaptados a las
condiciones climaticas de las distintas regiones, los mismos que presentan un deterioro
muy visible y progresivo con baja productividad de biomasa, lo cual tiene como
consecuencia una disminucion significativa de la produccion animal (Vera, 2004). Esta ha
sido la causa mas importante del desarrollo lento de la ganaderia, que se ve afectada por la
falta de una especie forrajera de buena calidad, que permita desde un inicio a los ganaderos
implementar una produccion pecuaria estable, por otro lado influyen de forma negativa los
suelos pobres, fragiles y el desconocimiento de especies de plantas o subproductos de las

mismas que resultan benéficas para la productividad (Paladines, 1992).

Los pastos constituyen la principal fuente de nutrimentos para la alimentacion del ganado
bovino, el principal atributo de los pastos es su gran capacidad para producir materia seca,
lo que los hace ideales para suministrar proteina, energia, minerales, vitaminas y fibra al
ganado bovino especializado en la produccion de leche, asi como al de doble propoésito y

de carne.

2.4. Alternativas de alimentacion ganadera

Dentro de las alternativas de alimentacion ganadera los forrajes se ofrecen en forma fresca,
henificada o ensilada, dependiendo de las caracteristicas particulares de cada forraje, los
pastos y las leguminosas se emplean en forma henificada y las gramineas como el maiz se
conservan mediante procesos de ensilaje las cuales proporcionan alimento de buena
calidad durante todo el afio, aprovechar los excedentes de forrajes que se producen en
determinadas épocas del afo, facilitar la inclusion de subproductos agroindustriales en la
alimentacién de bovinos, incrementar la carga animal y mejorar el balance de la dieta.
(Preston et al., 1992).

En el caso de la forma fresca se utilizan barias fuentes de alimento como la cafia de azlcar
integral méas plantas altas en proteina como leguminosa, gramineas y otras como mani
forrajero, morera, leucaena son utilizadas como alimento suplementario del ganado en
pastoreo (Torres, 2015). Ademas el maiz se cultiva con frecuencia para producir forraje

verde, muy palatable, de gran valor nutritivo ya que suele cosecharse cuando el grano se



encuentra en estado lechoso-pastoso y las hojas estan todavia verdes y utilizadas como

fuente de alimento en forma fresca. (Skerman, 1992).

La henificacion es un método de conservacion de forraje seco producido por una rapida
evaporacion del agua contenida en los tejidos de la planta, los procesos de produccion en la
confeccion del heno son de vital importancia, la calidad potencial estara determinada por la
pastura que le dé origen, para lo cual es imprescindible partir de una pastura de calidad
tomando en cuenta la composicion de las pasturas, presencia de malezas en el lote, la
sanidad, densidad de plantas, estadio fenoldgico de las pasturas al momento del corte,
estructura de la planta (Cattani, 2011). Al henificar las especies forrajeras que resaltan son
la Alfalfa, Trébol blanco, Trébol rojo, Avena, asociaciones de gramineas y leguminosas
(Avena-Veza; Ballico-Trébol), Pastos Estrella, muchas gramineas de porte alto como el
Maiz pueden henificarse siempre y cuando se aumente la velocidad de secado de los tallos
compactos y jugosos, los cuales tardan mas de 20 dias en secarse. (Bustamante, 2004)

La utilizacién de subproductos industriales es otra alternativa de alimentacion pues existe
una gran variedad de subproductos residuos de cosecha como la panca de maiz, quinua y
amaranto, productos del procesamiento de alimentos y de subproductos de molineria,
tubérculos, raices, frutas y subproductos de agroindustrias que son aprovechados como
suplementos forrajeros, a estos se los clasifica generalmente en suplementos proteicos y
suplementos energeéticos, dentro de los suplementos proteicos estan subproductos de la
industria aceitera como la Semilla de algodon, Harina de soja, Cascara de soja, Gluten de
maiz, Semillas de girasol, Harina de girasol, Harina de cacahuete (mani), Harina de palma
(palmiste), tambien tenemos subproductos de la industria cervecera como Hez de malta,
Raicillas de cebada o brotes de malta, otros subproductos de origen animal como
subproductos de la industria frigorifica como Harina de sangre, Harina de carne y hueso,
subproductos de la industria avicola como cama de pollo (pollinaza), Harina de plumas,
subproductos de la industria pesquera la Harina de pescado y dentro de los suplementos
energéticos estan los subproductos de la industria molinera entre ellos el Afrechillo de
trigo, Afrechillo de arroz, subproductos de la industria fruticola, el rechazo de Banana,
Pulpa de citricos, Orujo de uva, subproductos de la industria azucarera, Melaza, Bagazo,
subproductos de la industria lechera el suero, Rechazo de papa, grasas y aceites. (Loayza,
2007)



2.5. Ensilaje.

El método de ensilaje sirve para almacenar alimentos en tiempo de cosecha y suministrarlo
en tiempo de escasez, conservando calidad y palatabilidad a bajo costo, también permite
aumentar el nimero de animales por hectarea, la sustitucion o complementacion de los
concentrados, ademas favorece manejar ganado en forma intensiva semi-intensiva o
estabulada. Es una excelente opcion para la alimentacion en las ganaderias del pais por la

gran variedad de forrajes y se pueden producir varias cosechas en el afio (Reyes, 2013).

El forraje fresco de cultivos de gramineas, leguminosos como maiz, trigo y alfalfa, puede
ser conservado por medio del ensilaje. En muchos paises los forrajes ensilados son muy
apreciados como alimento animal. Para producir un ensilaje de buena calidad es esencial
asegurar que se produzca una buena fermentacién microbiana en el ensilado. El proceso de
fermentacion no depende sélo del tipo y la calidad del forraje, sino también de la técnica
empleada para la cosecha y para el ensilaje (Gomez, 2012).

El ensilaje es la fermentacién de los carbohidratos solubles del forraje por medio de
bacterias productoras de acido lactico en condiciones anaerdbicas, el producto final es la
conservacion del alimento porque la acidificacion del medio inhibe el desarrollo de
microorganismos, la presencia de oxigeno es perjudicial para el proceso porque habilita la
accién de microorganismos aerobios que degradan el forraje ensilado hasta CO, y H,0, las
bacterias epifiticas de &cido lactico (BAC) fermentan los carbohidratos hidrosolubles
(CHS) 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 (Merry et al., 1997). El proceso del

ensilaje se puede dividir en cuatro etapas:
2.5.1. Primera etapa: Fase Aerobica

Esta fase dura pocas horas. El oxigeno atmosférico presente en la masa vegetal disminuye
rapidamente debido a la respiracion de los microorganismos aerobios y aerobios
facultativos como las levaduras y enterobacterias. Ademas, hay actividad 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 6,0 a 6,5. Las levaduras son
microorganismos anaerobios facultativos y heterétrofos cuya presencia en el ensilaje es

indeseable porgue bajo condiciones anaerobias fermentan los azucares produciendo etanol
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y CO,. La producciodn de etanol disminuye el aztcar disponible para producir acido lactico
y produce un mal gusto en la leche cuando se emplea para alimentar vacas lecheras.
Ademas, en condiciones aerobias muchas especies de levaduras degradan el acido lactico
en CO, y H,0, lo que eleva el valor del pH del ensilaje permitiendo el desarrollo de otros
organismos indeseables. Las enterobacterias son organismos anaerobios facultativos y la
mayoria de las que se encuentran en el ensilaje no son patégenas, su desarrollo en el
ensilaje es perjudicial porque compiten con las BAC por los azlcares disponibles y porque
degradan las proteinas, esta degradacion proteica causa una reduccion del valor nutritivo
del ensilaje y genera compuestos toxicos como aminas biogénicas y acidos grasos de

cadena multiple. (Holzapfel et al., 1992)

2.5.2. Segunda etapa: Fase de Fermentacion

Se inicia al producirse un ambiente anaerobio esta puede durar de dias a semanas
dependiendo de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones ambientales
en el momento del ensilaje, si la fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad BAC
proliferard y se convertird en la poblacion predominante, debido a la produccion de acido
lactico y otros acidos el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,0. Las bacterias que producen
acido lactico (BAC) pertenecen a la microflora epifitica de los vegetales, los componentes
BAC que se asocian con el proceso de ensilaje pertenecen a los géneros Lactobacillus,
Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus, la mayoria de
estos son mesofilos es decir que pueden crecer en un rango de temperaturas que oscila
entre 5° y 50 °C, con un optimo 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 BAC son aerobicos facultativos, pero muestran cierta preferencia por la condicion
anaerobia. Las caracteristicas del cultivo como contenido de azucares, contenido de
materia seca y composicion de los azucares, combinados con las propiedades del grupo
BAC, asi como su tolerancia a condiciones acidas o de presién osmatica y el uso del
substrato influiran sobre la capacidad de competencia de la flora BAC con las

enterobacterias durante la fermentacion del ensilaje (Hammes et al., 1992).

2.5.3. Tercera etapa: Fase Estable

La mayoria de los microorganismos de la fase de fermentacion lentamente reducen su

presencia, algunos microorganismos acidofilos sobreviven este periodo en estado inactivo;
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otros, como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas, sélo algunas proteasas y
carbohidrasas y microorganismos especializados como Lactobacillus buchneri que toleran
ambientes acidos, contintan activos pero a menor ritmo. Si el ambiente se mantiene sin
aire ocurren pocos cambios, algunas bacterias indeseables en esta fase estable son las
bacterias acidofilas, acido tolerantes y aerobias, por ejemplo la Acetobacter spp. es
perniciosa en el ensilaje porque puede iniciar una deterioracion aerobica, ya que puede
oxidar el lactato y el acetato produciendo CO; y agua, el genero Clostridium es anaerobio,
forma endosporas y puede fermentar carbohidratos y proteinas, por lo cual disminuyen el
valor nutritivo del ensilaje, crea problemas al producir aminas biogénicas. Los Bacillus spp
son bacterias aerobias facultativas que forman esporas, fermentan un amplio rango de
carbohidratos produciendo acidos organicos entre ellos acetatos, lactatos y butiratos o

etanol, butanodiol o glicerol. (Berkeley, 1986)

Algunas especies de Bacillus producen sustancias fungicidas y se los ha utilizado para
inhibir el proceso de deterioro aerdbico en ensilajes (Phillip; Fellner, 1992) pero con
excepcion de estas especies, el desarrollo de los Bacillus en el ensilaje es considerado
como indeseable porque son menos eficaces como productores de acido lactico y acético
comparado con el grupo BAC y que en la etapa final incrementan el deterioro aerobio
(Lindgren, et al., 1985).

2.5.4. Cuarta etapa: Fase de Deterioro Aerobio

Ocurre en todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire para su empleo, pero puede
ocurrir antes por dafio de la cobertura del silo provocados por 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 lo cual aumenta el valor del pH
permitiendo el inicio de la segunda etapa de deterioro donde se constata un aumento de la
temperatura y la actividad de microorganismos que deterioran el ensilaje, también incluye
la actividad de otros microorganismos aerobios, también facultativos, como mohos y
enterobacterias (Honig; Woolford, 1980), los mohos son organismos aerobios cuya
presencia en el ensilaje se detecta por la aparicion de filamentos de diversos colores, se
desarrollan en cualquier sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno, inclusive trazas, en un
buen ensilaje eso ocurre sélo al inicio del almacenamiento y se restringe a la capa exterior

de la masa ensilada, pero durante la fase del deterioro aerobio todo el ensilaje puede ser
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invadido por mohos disminuyendo el valor nutritivo, la palatabilidad del ensilaje y son un

riesgo para la salud de los animales y las personas (Frevel; Engel, 1985).

2.6. Tipos de silos.

Existen varios tipos de silos que se disefian conforme a las necesidades de alimentacion,
los tipos de silos mas abundantes son simplemente montones, ademas hay silos de torre,
tipo bunker, fundas horizontales de plastico y grandes rollos (Lopez; Ortega, 2006). Aéreos
0 de torre. Son poco comunes por los elevados costos de construccion. Se fabrican con
diferentes materiales como ladrillo, bloques de cemento, cemento armado, piedra, laminas
metalicas, entre otros. Tienen techo que proporciona una buena proteccion contra la lluvia.
Con relacion a otros silos, presenta una mejor compactacion del forraje, menores pérdidas
superficiales del ensilaje pero producen mayores pérdidas por jugos exprimidos. Estos silos
ademas de costosos, requieren maquinaria complicada para llenarlos y vaciarlos
(Caraballo, 2012).

Subterraneos o de trinchera. Su construccion resulta mas barata que la de los silos de torre.
Se cargan y descargan facilmente usando otro tipo de maquinaria. Hay menor pérdida por
jugos exprimidos, pero por la mayor superficie expuesta a condiciones ambientales,
pueden aumentar las pérdidas. Se necesita de buena experiencia para llenarlo y lograr una
buena expulsion del aire, la cual depende de la distribucion del forraje, de la compactacién
y del tapado o sellado (Caraballo, 2012).

Horizontal (tipo Bunker). Son los mas utilizados por la facilidad de construccion. Existen
los silos bunker tradicionales con paredes y piso de concreto, que minimizan las pérdidas
durante la fermentacién, pero incrementan los costos. Aunque pueden presentar altas
pérdidas, el control que se logra durante el llenado y tapado, las reducen al minimo
(Caraballo, 2012).

Horizontal de montdn. Son hechos directamente sobre la tierra, no poseen paredes, el
forraje se acumula en forma circular o trapezoidal; el piso puede ser la misma tierra, estar
cementado o cubierto por un plastico. En la medida que el forraje se va acumulando se
compacta mediante pisoteo o se utiliza un pisén, un rodillo u otro equipo. Una vez
finalizado el proceso se cubre con pléstico y se colocan materiales pesados encima para

ayudar a la compactacion (Caraballo, 2012).



De vacio (de bolsa). Consiste en colocar el material que se va a ensilar dentro de bolsas de
plastico calibre 4 - 6 y capacidad de 30 - 40 kilogramos después de extraer mediante una
adecuada compactacion la mayor cantidad posible de aire, se deben cerrar herméticamente
(Caraballo, 2012).

2.7. Ensilaje de maiz.

El ensilaje de maiz sirve como un forraje de alta energia, para el ganado, importante para
hatos de alta produccién y en establos que experimentan problemas para elaborar o
comprar cosechas de heno de alta calidad, su alto contenido de energia, también se adapta
para ser usado en raciones de bajo costo. El ensilaje de maiz requiere menos trabajo para
producir una tonelada de forraje que muchos otros cultivos forrajeros, ademas se puede
prolongar el periodo de cosecha para toda la superficie sembrada y provee una oportunidad
para salvar cosechas estresadas o dafiadas, también puede reciclar los nutrientes de las
plantas eficientemente especialmente grandes cantidades de N y K, sin embargo, el ensilaje
de maiz tiene algunas desventajas como por ejemplo su venta y transporte lejos, el ensilaje
de maiz puede también llevar a un incremento en el potencial de erosion del suelo y
consecuentemente una pérdida en la productividad del suelo cuando las practicas de

conservacion del suelo no son parte del sistema de produccion (Villa, 2008).

2.8. Aditivos para ensilaje.

Estos aditivos sirven para varios propdésitos estos se clasifican de acuerdo a sus funciones
en: estimulantes e inhibidores de la fermentacion, inhibidores de la deterioracion aerdbica,
de los nutrientes y absorbentes, ademas pueden ser bioldgicos o quimicos; existe una gran
lista de aditivos disponibles los cuales vienen en una variedad de formas: liquidos, solidos
0 suspension y se pueden aplicar durante la cosecha/picado o en el llenado de los silos
(Weinberg y Ashbell, 2003; Slottner y Bertilsson, 2006), también se han utilizado diversos
aditivos durante el ensilaje para manipular la dinamica de fermentacion (Cavali et al.,
2006), inhibiendo el desarrollo de microorganismos indeseables para la fermentacion
(Santos et al., 2009), los aditivos se usan con el propdsito de reducir las pérdidas y
aumentar la recuperacion de carbohidratos solubles mediante la inhibicion de la

fermentacion y la produccion de acido lactico (Suarez; Zarate, 2013).

10



Los aditivos se clasifican en aditivos inhibidores como bactericidas, acidificantes,
protectores de sustratos, y trampas de oxigeno, aditivos absorbentes, aditivos saborizantes
y aditivos estimulantes entre estos estan sustratos, inoculantes, enzimas, Bacillus. (Cussen,
1995), Los residuos fibrosos de cosechas agricolas de arroz, cafia, maiz y otros cultivos
tienen como limitacion su elevado contenido de fibra y sus bajos niveles de nitrégeno y
carbohidratos solubles (Ensminger, 1992), lo que afecta el comportamiento animal razén
por la cual se han sugerido diferentes sistemas para mejorar el valor nutritivo de estos
residuos, entre los que se encuentra el empleo de inoculantes microbianos en ensilajes,
tambien se utilizan aditivos acidificantes, bacteriostaticos y estimuladores de la
fermentacion lactica, asi como presecados 0 mezclas de gramineas y leguminosas. (Berto;
Frenzel 1997).

2.8.1. Inoculantes

Estos contienen bacterias productoras de acido lactico que se agregan a la poblacién
bacteriana natural para ayudar a garantizar una fermentacion rapida y eficiente en el silo
(Muck y Kung Jr, 1997) en la investigacion efectos de enzimas e inoculantes sobre la
composicion del ensilaje de maiz realizada por (Ruiz, 2009) menciona que la inoculacién
con BAL presentes en Sill All 4x4™ que contienen (Lactobacillus plantarum, 12,6x109
UFCl/g, Pediococus acidilacti 4,2x109 UFC/g, Enterococcus faecium 2,1x109 UFC/qg,
Bacillus salivarus 2,1x109 de UFC/g y B-glucanasas; Alltech, U.S.A) (SA), y de Bio-
sile™ que contiene (L. plantarum y P. pentosaceus 9x109 UFC/ g; Hansen, U.S.A) (SAy

BS), increment6 significativamente (p<0,05) los contenidos de FDN en el ensilaje de maiz.

2.8.2. Enzimas

Son otro tipo de aditivos las cuales contienen una gran variedad de proteinas que pueden
actuar degradando los carbohidratos estructurales de las plantas, asi como el almidén que
se encuentra en los granos lo cual mejora la fermentacion y la utilizacion por el animal
(Muck; Bolsen, 1991). De acuerdo con (Nadeau et al., 2000) el efecto mas consistente de
las enzimas degradadoras de pared celular, como las celulasas y hemicelulasas es reducir la
concentracion de los carbohidratos estructurales. Esta baja concentracion de pared celular
estd asociada con mayores consumos de materia seca y por ende en una mejoria del
comportamiento animal. Al respecto, (Hristov; McAllister 2002) notaron que al agregar

estas enzimas se presentaba una mejor preservacion del forraje ensilado, una alta
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concentracion de azlcares solubles y una mayor degradabilidad ruminal. Ademas, otros
autores como (Dean et al., 2005) mostraron que la aplicacion de enzimas fibroliticas podia
aumentar la digestibilidad, fermentacion y estabilidad aerobica del ensilaje del pasto

bermuda atribuyendo este efecto a la accion sinergistica de celulasas y hemicelulasas.

2.8.3. Bacillus spp.

Dentro de las especies de bacterias que se pueden utilizar como aditivos microorganismos
podemos encontrar el género Bacillus spp. segun (Bortolozo; Kira. 2002) los Bacillus spp.
en la actualidad son uno de los microorganismos mas utilizados, los mismos son
clasificados como transitorios del tracto gastrointestinal, pues no poseen la capacidad de
adherirse al epitelio intestinal, su funcion es la de multiplicarse y favorecer la colonizacion

de los Lactobacillus y fortalecer el sistema inmune.

Las bacterias del género Bacillus spp. segun (Jawets, 1996) microbiol6gicamente son
considerados como Gram positivos en general, aunque algunas especies presentan reaccion
negativa, son aerobios, anaerobios facultativos y aerotolerantes, no son adherentes, son
productoras de sustancias antimicrobianas, producen enzimas hidrolasas, reaccion positiva
a la catalasa, hidroliza la gelatina, fermentan algunos azucares y en ocasiones producen
gas, usualmente descomponen las proteinas produciendo amonio, se encuentran
comunmente en el suelo e incluso en el conducto intestinal de los animales, en algunos
alimentos, ciertos miembros de dicho genero han adquirido importancia como productores
de antibidticos y para la elaboracién de productos biopreparados como aditivos en la
alimentacién animal y humana (Casula; Cutting, 2002) mencionan que las bacterias de este
género se agrupa en la familia Baillaceae y las especies tipos son: Bacillus subtilis,
licheniformis, cereus, megaterium, macerans, polymyxa, thuringiensis, pasterii,

fastidiosus, sphaericus y anthracis.

Segln (Anon, 1998) La FDA (Food & Drug Administration) y la AAFCO (Association of
American Feed Control Officials) reconocen a las siguientes especies del género Bacillus
como microorganismos GRAS: (generalmente reconocidos como seguros) Bacillus

coagulans, Bacillus lichaniformis, Bacillus pumilis, Bacillus subtilis.

La produccion de endosporas es una caracteristica tipica de todas las bacterias de los
géneros Bacillus y Clostridium. Tambien menciona que el empleo de las bacterias del

género Bacillus y sus esporas viene dado por su capacidad para la produccion de enzimas.
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Estas ademas de mejorar la digestion en el hospedero, son capaces de inhibir el
crecimiento microbiano de bacterias dafiinas y las esporas estimulan el sistema inmune
contribuyendo a la resistencia contra el desafio de patdogenos ambientales, dentro de las
enzimas microbianas con interés industrial resaltan, las obtenidas a partir de cepas de
Bacillus, debido a la bioseguridad que brindan estos microorganismos entre estas se
encuentran las proteasas, amilasas y glucosidasas que descomponen las complejas
moléculas de los alimentos y las transforman en nutrientes mas simples. Estos compuestos
son absorbidos méas rapidamente por el animal o pueden ser empleados por otras bacterias
beneficiosas para el establecimiento de una microflora intestinal balanceada.

Segun (McConell; Tannock, 1997) dentro de la actividad enzimatica especifica de algunas
de las especies de Bacillus se citan: produccion de proteasa, amilasa, - glucanasa y otras
enzimas, el B. subtilis, produce proteasa, amilasa y otras enzimas, el B. licheniformis y
producef- glucanasa la especie de B. coagulans. (Bhat; Hazlewood, 2001) resalta que la
actividad fibrolitica, esta dada por las enzimas producidas por Bacillus, como parte de la
accion para mejorar la degradabilidad de sustratos lignoceluldsicos. Las enzimas
necesarias para hacer esta degradacion se pueden dividir principalmente en: las celulasas
(Endoglucanasas, Exoglucanasas, B-glucosidasa), hemicelulasas (B-1,4-endoxilanasa, f-
xilosidasa, a-L-arabinofuranosidasa, a-glucuronidasa, acetil xilan esterasa y acido fendlico

esterasa (acido ferulico y p-cumarico)).

La adicion de Bacillus licheniformis segin (Qiao et a.l., 2008) menciona que presento
diferencias significativas en MO, PC, FDN y FDA con comparacion a la adicion de
Bacillus subtilis, ademas puntualiza que dentro de la fermentacion ruminal y sintesis de
proteinas microbianas la concentracion de Nitrogeno amoniacal ruminal en todos los
puntos de muestreo después de la alimentacion matutina fue menor, en las vacas que
recibieron suplementaciéon con B. licheniformis, la concentracion de Nitrogeno de
amoniaco ruminal fue mayor al de vacas que recibieron suplementacién de B. subtilis,
menciona también que hubo una tendencia que las vacas alimentadas con la
suplementacién de B. licheniformis tuvieran un valor de pH menor y la suplementacion de
B. subtilis no tuvo efecto sobre el pH ruminal, la suplementacion con B. subtilis no tuvo
efecto significativo sobre la produccién de AGV total, la suplementacidn con B. subtilis no

aumento el flujo de nitr6geno, amoniaco y el flujo microbiano.
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(Hillal et al., 2011) menciona que la adicion de probidticos con B. subtilis y B.
licheniformis. en la dieta tuvo un efecto benéfico sobre el pH ruminal, mejorando asi la
degradabilidad de la fibra y facilitando un aumento en el consumo voluntario de materia
seca. La b-mananasa (B-1,-D-manan endo-1,4, 3- mananohidrolasas; EC 3.2.1.78), es una
glicoproteina que cataliza la hidrolisis alrededor de los enlaces p-D-1,4- manopiranosil en
B-mananos produciendo oligosacaridos (McClery et al.,, 1976). Estas enzimas
aparentemente tienen diferentes modos de accion hidroliticas sobre los heter-b-mananos;
los productos més comunes de hidrolisis son manotriosas y manobiosas (Ooi y Kikuchi,
1995). Estos oligosacéridos subsecuentemente pueden ser hidrolisados por B-manosidasas
(EC 3.2.1.25) para producir manosa. Algunas B-mananasas presentan actividades de
transglucosilacion sobre algunos manoologosacaridos (Harjunpaa et al., 1995). Altos
contenidos de mananos, galactomananos y glucomananos se utilizaron para la reduccién de
fibra cruda, y favorecer la digestibilidad de los alimentos balanceados para los animales
(McNaughton et al., 1998).

e Xilanasas

La mayoria de los residuos agricolas contienen tres componentes mayores que son
celulosa, hemicelulosa y lignina. El xilano es el componente principal de la hemicelulosa;
debido a la heterogenesidad del xilano, su hidrolisis requiere de la accion de un complejo
sistema enzimatico. Este complejo esta usualmente compuesto por B-1,4 endoxilanasas, -
xilosidasas, a-arabinofuronosidasa, a-glucuronidasa, acetilxilan esterasa acido fenol
esterasa (Sunna et al., 1996; Breccia et al.,, 1998). Todas estas enzimas actlan
cooperativamente para convertir el xilano en azucares constituyentes. Los sistemas
enzimaticos xilanoliticos estan ampliamente distribuidos en bacterias y hongos (Wong et
al., 1988; Lagunas, 2004).

e Celulasas

Son glicosil hidrolasas o glucohidrolasas, las cuales hidrolizan oligosacaridos y
polisacaridos de glucosa unidos por enlaces $ -1,4. En general tres tipos de enzimas forman
los sistemas celuloliticos: primero endocelulasas (endoglucanasas o 1,4-B-D-glucan 4-
glucanohidrolasas; E.C. 3.2.1.4), segundo exocelulasas (celulosa 1,4- B -D-celobiosidasas o
1,4-B-D-glucan celobiohidrolasas; E.C. 3.2.1.91) y tercero pB-D-glucosidasas (B-D-
glucosido glucohidrolasas; E.C. 3.2.1.21) (Hernandez- Santoyo et al., 1999).
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CAPITULO Il1

3.1. HIPOTESIS

La adicion de Bacillus spp. en el ensilaje de maiz ayuda a desdoblar la pared celular y con
ello, incrementa la digestion de los nutrientes, mejora la fermentacion ruminal in vitro y

disminuye la produccion de gas in vitro

3.2. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la adicion de Bacillus spp. en el ensilaje de maiz sobre la cinética
de degradacién ruminal in situ de los nutrientes, fermentacion ruminal y produccion de gas

in vitro.

3.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar efecto de la adicion de Bacillus spp. en el ensilaje de maiz sobre la
cinética de degradacion ruminal in situ de los nutrientes.

e Evaluar el efecto de la adicion de Bacillus spp. en el ensilaje de maiz sobre la
digestibilidad, &cidos grasos volatiles, pH, nitrogeno amoniacal en el rumen y

produccion de gas in vitro.
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del experimento

El siguiente ensayo se realizd en las instalaciones de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, ubicada en el sector Querochaca, en la Parroquia La Matriz del canton
Cevallos, provincia de Tungurahua. Con las coordenadas geograficas 1°25°0” Sur (latitud),

78°36°20” Oeste (longitud), a una altitud de 2865msnm.

4.2. Equipos y Materiales

4.2.1. Equipos
e Tangue de CO;
e Molino de martillo
e Transductor de presion (DO 9704, Delta OHM, Italia)
e pH-metro (BANTE-221 portable pH/ORP Meter)
e Analizador Ankom Tecnology 2000
e Balanza analitica
e Balanza digital
e Estufas
e Picadora de forraje
e Bafio de Maria
e Desecadora
e Cromatografo de gases
e Espectrofotometro
e Leco corporation

e Computadora portétil

4.2.2. Materiales
e Establo
o Baldesde 14 L.
e Tamiz (1 mm)
e Licuadora
e Jeringas de 5, 10, 20 y 60 ml.
e Papel filtro
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e Bolsas de nylon (0.42 )

e Bolsas pléasticas (10 kg)

e Fundas plasticas de 5 Ib

e Sacadelm®

e ACTIMAX (inoculo de Bacillus spp.)
e Frascos de vidrio color marron de 100 ml.
e Crisoles

e Pinzas

e Vasos de precipitacién

e Matraces aforados

e Imanes

e Guantes de latex

¢ Guantes de ginecologia bovina.

e Botas

e Overol

e Frascos plasticos de 20 ml

e Tubos Eppendorf de 2 ml

e Ensilaje de rastrojo de maiz

4.3. Factores en estudio

4.3.1. Preparacion de los silos y tratamientos

El corte de la planta de maiz se realiz6 cuando la misma se encontraba en su estado
fenotipico de produccion de choclo; es decir que la mazorca estaba ain en estado pastoso-
lechoso. El corte se realiz6 en el tallo a 5 cm del suelo, la cosecha se la realizé de forma
manual con ayuda de un machete. Posteriormente se procedio a picar la planta de maiz a
un tamafio de particula de 13 mm, se elaboré una saca de 1m?*, donde se colocé el material
picado, lo cual sirvidé para determinar cuantos Kg de Materia Fresca de rastrojo de maiz
picado contiene 1 m®, gracias a este procedimiento se determind que 1m?® contiene 296.3
Kg de MF de rastrojo de maiz picado a 13 mm. A partir de este material se determind el
contenido de Materia Seca (MS) expresado en Kg que contiene 1 m® de MF (80 Kg
MS/m?®), estos resultados se utilizaron para calcular la cantidad de MF/Kg de MS (3.7 Kg
de MF/Kg MS) y las dosis de Bacillus spp. puesto que la dosis recomendada por
ACTIMAX® (inoculo de Bacillus spp.) segin especificacion menciono que la maxima

dosis para herbaceas es de 100 ml/m* de MF, lo cual equivalié a 1.5 ml del inoculo por Kg
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de MS gracias a los resultados obtenidos se establecieron los ensilajes con sus respectivas

dosis (tratamientos) del inoculo Bacillus spp.

Posteriormente se prepararon 16 micro silos tipo bolsa cada uno con 1 kg de MS (3.7 kg de
MF) a los que se le afiadieron las siguientes dosis (tratamientos) 0; 1.5; 3 y 4.5 ml del
inoculo de Bacillus spp./Kg MS, y se ensilaron por 30 dias. Terminado los 30 dias se
abrieron los silos para determinar el pH y temperatura de cada uno, posteriormente se
tomaron 900g de cada ensilaje de rastrojo de maiz de cada tratamiento y se colocaron en
fundas de papel para determinar la MS en una estufa a 60 °C de temperatura hasta obtener
peso constante. Luego de secadas las muestras se molieron en un molino de martillo con
tamafo de criba de 2 mm. Una vez molido se pasaron por un tamiz de 1 mm, uniformizado

asi el tamario de particula y realizar los analisis tanto in vivo como in vitro.

4.4. Variables respuesta

4.4.1. Degradacion ruminal de nutrientes in situ

La degradacién ruminal in situ de los nutrientes se estimo siguiendo la metodologia de la
bolsa de nylon (0.42 ) en el rumen descrita por (Orskov, Hovell, & Mould, 1980). Se
utilizaron 6 bovinos machos castrados, con un peso de aproximadamente 450 kg, de raza
mestiza, provistos de una fistula con canula en el rumen. Los animales se los alimento con
una dieta a base de forraje de alfalfa. Los toros se alojaron en corrales individuales con
acceso al alimento y agua ad libitum. En cada bolsa (n=12/tratamiento) 4 g de MS se
incubaron en el rumen a los siguientes tiempos 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72, 96 horas, luego
de las 96 horas se retiraron las bolsas, se lavaron con agua corriente y se secaron en una
estufa a 60 °C de temperatura hasta obtener peso constante, posterior se realiz6 el analisis
del contenido de nutrientes. Para estimar las constantes de degradacion ruminal de los
nutrientes se utilizé el programa (GraphPad Prism version 7. 2016) que ajusta los datos en
la ecuacién exponencial para la cinética de degradacion ruminal de nutrientes ecuacion (i)

y la degradacion efectiva ecuacion (ii) descritas por Orskov y McDonald (1979).
Y=a+b(1—-e°YH (i)
Degradabilidad efectiva = a + ((b*c)/ (c + k)) (i)
Donde:

Y = Porcentaje de degradacion acumulada en un tiempo t %.
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a = Intercepto de la curva de degradacion cuando t=0 (de degradabilidad inicial %)
b = Fraccion potencialmente degradada en el rumen

¢ = Tasa de degradacion, (% horas).

t = Tiempo de incubacion en el rumen, (horas).

e = Base de los logaritmos naturales

k = tasa de flujo de las particulas del rumen

4.4.2. Produccion de gas in vitro y digestibilidad in vitro

Para estas pruebas, el contenido del rumen (liquido y la fraccion solida) se obtuvo de forma
separada de cada toro (3 toros). El contenido ruminal se colecto en fundas plasticas antes
de la alimentacion en la mafiana, las mismas se colocaron en recipientes plasticos (baldes)
con agua caliente a temperatura controlada (39 °C) y se los transporto al laboratorio para
ser procesados dentro de la primera hora de la recoleccién. EI medio rico en nitrégeno
(saliva artificial) se prepard segun lo descrito por Menke y Steingass, (1988) gque consistid
en la preparacion de una solucién bufer a base de Bicarbonato de Sodio y Bicarbonato de
Amonio, asi tambien una solucion de macrominerales a base de Fosfato de Sodio, Fosfato
de Potasio y Sulfato de Magnesio, adicionalmente se prepard una solucion reductora a base
Cisteina, tambien se aplicaron microminerales, un indicador y a un bajo flujo continuo de
CO;, durante una hora y media en bafio maria a una temperatura de 39.5 °C. La
produccion de gas se realizo mediante la técnica descrita por Theodorou et al. (1994), la
cual consiste en colocar 0.500 mg de MS de muestra (tratamientos experimentales) en
botellas de vidrio con capacidad de 100 ml. En las botellas se incubo 60 ml del inéculo
(70:30 medio; saliva artificial/indculo; contenido ruminal) bajo flujo de CO, continuo. Las
botellas se incubaron a 39.5 °C en una estufa. La medicion de la presion de gas y el
volumen se midié manualmente a los siguientes tiempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36,48, 60, 72,
96 horas, con ayuda de un transductor de presién (DO 9704, Delta OHM, Italia) y jeringas
plasticas. Para cada tratamiento se utilizaron 6 botellas que por tratamiento en cada tiempo
y tres botellas adicionales como blancos. Para la digestibilidad in vitro se utilizé el mismo
procedimiento antes mencionado, pero solo se incubd hasta las 48 horas. Posterior a la
incubacion se filtrd el contenido de cada frasco con ayuda de papel filtro y se secd en una

estufa a 60 °C de temperatura hasta obtener peso constante para estimar la digestibilidad
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MS, posteriormente se colocaron las muestras filtradas y secadas en crisoles en una mufla

a 600 °C de temperatura durante 6 horas para estimar la digestibilidad de MO.

4.4.3. pH ruminal

Bajo el mismo procedimiento antes mencionado para la produccion de gas in vitro se
prepararon 100 frascos de vidrio, que sirvié para colectar muestras de contenido ruminal en
los siguientes tiempos de incubacion 0, 2, 4, 8, 12 y 24 horas. De cada frasco (n=5
tratamiento) de cada tiempo y cada tratamiento se midié el pH ruminal con ayuda de un
pH-metro (BANTE-221 portable pH/ORP Meter).

4.4.4. Andlisis quimicos

La Materia Seca (#7.007), Nitrogeno (#2.057), y ceniza (#7.009) serad determinaron segln
la metodologia descrita por AOAC (1990). La Fibra Detergente Neutra y la Fibra
Detergente Acida se determinaron mediante el método 13 y 12 respectivamente del
analizador Ankom Technology 2000. Los Acidos Grasos Volatiles (AGVs) se
determinaron de acuerdo a la metodologia descrita por Ryan (1980) usando un
cromatografo de gases. ElI Nitrogeno Amoniacal (N-NH3z) se determind mediante una
técnica colorimétrica usando un espectrofotdometro segin la metodologia descrita por
Barros-Rodriguez et al. (2015). La proteina cruda se la determino mediante analisis

elemental de Nitrégeno (N) usando un Leco corporation.

4.5. Disefio experimental y andlisis estadisticos

Se realizd un disefio completamente al azar, con cuatro tratamientos (dosis de Bacillus
ssp.) y seis repeticiones. Todas las variables se analizaron segun el disefio planteado
utilizando el PROC GLM del SAS (2009). Todas las medias fueron analizadas mediante la
prueba de Tukey. Adicionalmente se realizdé una transformacion polinomial de los datos

para observar si la respuesta a los tratamientos es lineal, cuadréatica o cubica.
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CAPITULO V

5.1. RESULTADOS

5.1.1. Analisis Quimico

En la composicion quimica del rastrojo de maiz ensilado con Bacillus spp. hasta los 30 dias
con respecto a la materia seca (MS) y materia organica (MO) no presentaron diferencia
entre tratamientos, en el caso de la fibra detergente neutra (FDN) (P=0.0471) en los
tratamientos T3 (46.5%) y T4 (43.3%) fue menor en comparacion al resto de tratamientos,
observandose una respuesta lineal (P=0.0187) a medida que incrementa la dosis de los
Bacillus spp. La fibra detergente acida (FDA) en el T4 (22.6%) fue menor al resto de

tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion quimica del rastrojo de maiz ensilado con Bacillus spp. hasta
los 30 dias.

TRATAMIENTOS Contrastes

T1 T2 T3 T4 EEM P L C Cu
MS 950.0a 970.1a  960.0a 960.2a 2354 0.2673 0.3762 0.1978 0.2582
MO 927.1a 922.7a  921.6a 923.9a 36.20 0.3910 0.2871 0.2671 0.3810
FDN 524.2a  480.0a 465.2ab  433.4b 19.76 0.0471 0.0187 0.3723 0.2241
FDA 270.6a 273.1a 282.2a 226.2b  20.32 0.0683 0.1732 0.1836 0.1362

MS: materia seca, MO: materia organica, FDN: fibra detergente neutra, FDA: fibra detergente acida, T1:
rastrojo de maiz ensilado con 0 ml/kgMS, T2: rastrojo de maiz ensilado con 1.5 ml/kgMS, T3: rastrojo
de maiz ensilado con 3.5 ml/kgMS y T4 rastrojo de maiz ensilado con 4.5 ml/kgMS de Bacillus spp.

5.1.2. Degradacion ruminal de nutrientes in situ

La degradacion ruminal de la MS en la fraccion soluble (a) no mostrd diferencias
(P=0.4567) entre tratamientos. La fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b)
fue mayor (P=0.0002) en T3 (45%) y T4 (44%) con respecto a los demas tratamientos,
observandose una respuesta lineal (P=0.0001) y cubica (P=0.0091) a medida que
incrementa la dosis de Bacillus spp. en el ensilaje de rastrojo de maiz. La tasa de
degradacion en % por hora (c) mostré6 una disminucién lineal (P=0.0101) y cubica
(P=0.0085) al incrementar los niveles de Bacillus spp en el ensilaje, obteniendo mayor
(P=0.0043) tasa (c) de degradacién T1y T2 (0.029 y 0.032 %h respectivamente). En la
Figura 1 (A) se observa la cinética de degradacion ruminal de la MS. La degradacion
efectiva con las diferentes tasas de pasaje (k) no mostré diferencias (P>0.05) entre

tratamientos. (Tabla 2).
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En la Figura 1 (B) y Tabla 2 se muestra la cinética de degradacion ruminal de la MO, la
fraccion soluble (a) fue mayor (P=<.0001) en T1 (37%), T2 (39%) y T4 (38%) con
relacion al T3, observandose una respuesta cubica (P<0.0001) a los tratamientos. La
fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b) fue mayor (P=<.0001) en T3 (45%)
y T4 (44%) con respecto a los demas tratamientos, mostrando una respuesta lineal
(P0.0002) y cubica (P<.0001) a medida que incrementa la dosis de Bacillus spp. en el
ensilaje de rastrojo de maiz. La tasa de degradacion en % por hora () no mostro
diferencias entre tratamientos (P=0.9385). La degradacion efectiva con las diferentes tasas
de pasaje (k) fue mayor (P>0.05) en T2 y T4 con relacion a los demas tratamiento,
obteniendo una respuesta lineal (P<0.05) y cubica (P<0.05) al 0.02 y 0.05 (k/%h), y con

respecto a 0.08 (k/%h) mostr6 una respuesta cubica (P<.0001) a los tratamientos (Tabla 2).

Tabla 2. Degradacion ruminal in situ de MS, MO y FDN (g/kg excepto donde se sefiala
lo contrario) de rastrojo de maiz ensilado con Bacillus spp. hasta los 30 dias.

TRATAMIENTOS EEM p CONTRASTES
T1 T2 T3 T4 L C Cu
Degradacion MS
a 400.8a 398.9a 396.5a 405.7a 4.07 0.4567 0.5046 0.1916 0.5230
b 404.0b 408.4b 451.9a 440.5a 7.29 0.0002 0.0001 0.2935 0.0091
c 0.029ba  0.032a 0.025b  0.025b 0.0014 0.0043 0.0101 0.2375 0.0085

DE0.02k 641.0a 651.9a 647.9a 653.6a 4.54 0.2428 0.1114 0.5777 0.2453
DE 0.05k 548.0a 560.3a 548.0a 555.5a 4.33 0.2209 0.8514 0.7661 0.0429
DE 0.08 k 509.2a 517.5a 505.1a 513.0a 4.10 0.2053 0.9657 0.9680 0.0368
Degradacion MO

a 378.3a 394.0a 358.8b 386.6a 4.00 <.0001 0.5769 0.1457 <.0001
b 427.5bc  408.3c 459.7a  444.6ba 5.16 <.0001 0.0002 0.6969 <.0001
c 0.032a 0.033a 0.032a 0.032a 0.0015 0.9385 0.9054 0.8734 0.5542

DE0.02k 641.2b 647.6ba  641.4b 662.0a 3.90 0.0035 0.0042 0.0821 0.0356
DEO0.05k 545.0bc 556.0ba 538.2c 562.2a 3.60 0.0006 0.0484 0.0857 0.0003
DE 0.08k 500.4b 513.1a 490.3b 515.6a 3.15 <.0001 0.1220 0.0613 <.0001
Degradacion FDN

a 17.8a 41.2a 29.1a 34.2a 6.05 0.0776 0.1870 0.1466 0.0664
b 679.0a 664.6a 692.0a 696.8a 10.82 0.1832 0.1110 0.3848 0.1981
c 0.0296a  0.0290a  0.0290a 0.0295a 0.00118 0.9680 0.9258 0.6282 0.9752

DE0.02k 423.7a 432.7a 437.6a 448.3a 7.86 0.1989 0.0367 0.9125 0.7822
DE0.05k 271.0a 283.6a 282.8a 291.9a 5.96 0.1345 0.0307 0.7754 0.3931
DE0.08k 201.8a 216.8a 213.2a 221.3a 5.13 0.0769 0.0262 0.5134 0.2024
3P Medias con la misma letra en una fila no difieren P=0.05. T1: rastrojo de maiz ensilado con 0 ml/kgMS, T2: rastrojo de maiz
ensilado con 1.5 ml/kgMS, T3: rastrojo de maiz ensilado con 3.5 ml/kgMS y T4 rastrojo de maiz ensilado con 4.5 ml/kgMS de
Bacillus spp., EEM: error estandar de la media. a, b, and ¢ parametros de la ecuacion que describen la degradacion ruminal in situ
de:y=a+b (1 —¢™), DE: degradacion efectiva, k: tasa de pasaje h™, L: lineal, C: cuadrético, Cu: cibico

La cinética de degradacion ruminal de la FDN (Figura 1C) en la fraccion soluble (a),
fraccion insoluble pero potencialmente degradable (b) y tasa de degradacién en % por hora
(c) no mostraron diferencias entre tratamientos (P>0.05). Con respecto a la degradacion
efectiva con las diferentes tasas de pasaje (k) no mostraron diferencias (P>0.05) entre los

tratamientos, sin embargo, se observl una respuesta lineal (P<0.05) en cada una de las
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tasas de pasaje a medida que incrementa la dosis de Bacillus spp. en el ensilaje de rastrojo
de maiz (Tabla 2).
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Figura 1. Cinética de degradacion ruminal in situ de la MS (A), MO (B) y FDN (C) del
rastrojo de maiz ensilado con Bacillus spp. hasta los 30 dias.
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5.1.3. Produccion de gas in vitro

El la Figura 2 y Tabla 3 se muestra la cinética de produccion de gas (PG) (ml/0.5g MS
degradada). La PG fue menor (P=0.0032) en los tratamientos T3 y T4 obteniendo
aproximadamente 36 ml/0.5g MS degradada menos gas que los demds tratamientos
observandose una reduccién lineal (P=0.0005) de gas a mayor dosis de Bacillus spp. en el
ensilaje de maiz. La asintota de produccién de gas (B1) y velocidad de produccion de gas
(C1) no mostraron diferencia entre tratamientos (P>0.05). con respecto a las horas de
produccién de gas entre la hora 3 y la hora 48 no se observo diferencia entre tratamientos
(P>0.05). Sin embargo, a partir de la hora 60 hasta el final de la incubacion 96 h. se
observé menor (P>0.05) produccion de gas en los tratamientos con mayor dosis de Bacillus

spp. en el rastrojo de maiz ensilado (lineal; P<0.05, Tabla 3).

El la Figura 3 y Tabla 4 se muestra la cinética de produccion de gas (PG) (ml/0.5g MS
fermentada). La PG fue menor (P=0.0011) en los tratamientos T3 y T4 obteniendo
aproximadamente 54 ml/0.5g MS fermentada menos gas que los demas tratamientos
observandose una reduccion lineal (P<.0001) de gas a mayor dosis de Bacillus spp. en el
ensilaje de maiz. La asintota de produccion de gas (B1) y velocidad de produccion de gas
(C1) no mostraron diferencia entre tratamientos (P>0.05). con respecto a las horas de
produccion de gas entre la hora 3 y la hora 36 no se observé diferencia entre tratamientos
(P>0.05). Sin embargo, a partir de la hora 48 hasta el final de la incubacion 96 h. se
observo menor (P>0.05) produccién de gas en los tratamientos con mayor dosis de Bacillus
spp. en el rastrojo de maiz ensilado (lineal y cuadréatica; P<0.05, Tabla 4).

5.1.4. Digestibilidad in vitro, pH y Nitrégeno Amoniacal (NH3)

En la Tabla 5 la digestibilidad in vitro de la MS y MO no mostré diferencias (P=0.1372 y
P=0.1169 respectivamente) entre tratamientos, observandose una respuesta lineal en la MS
(P=0.0491) y MO (P=0.0491) a medida que incrementa la dosis de Bacillus spp. en el
ensilaje de rastrojo de maiz. El pH ruminal no presento diferencias en las horas 2 y 8 entre
tratamientos post incubacion, en las horas 4 y 12 el pH ruminal disminuyo en los
tratamientos T1, T2, T3 en comparacion a T4 (7.11 y 7.36) respectivamente post
incubacién, observandose una respuesta lineal (P<.0001), cuadratica (P=0.0489) y cubica
(P=0.0451) en la hora 4 y una respuesta lineal (P=0.0008) en la hora 12. En la hora 24 el
pH ruminal disminuyo en los tratamientos T2, T3 y T4 a diferencia de T1 (7.65) post
incubacion, con una respuesta cuadratica (P=0.0113) y cubica (P=0.0236). El Nitrogeno
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Amoniacal (NH3) presenta diferencias estadisticas entre tratamientos en las horas 2, 4 y 8

de muestreo post incubacion, obteniendo el mayor (P<0.05) los experimentos incubados

con T4, con respecto a las horas 12 y 24 el NH3 no presento diferencias entre tratamientos.

Tabla 3. Parametros de produccion de gas in vitro (ml/0.5g MS degradada) del rastrojo
de maiz ensilado a 30 dias con Bacillus spp.

TRATAMIENTOS EEM P CONTRASTES
T1 T2 T3 T4 L C Cu

Parametros de produccion de gas

PG 467.5a  467.7a 431.2ab  4149b  10.48 0.0032 0.0005 0.4452 0.2391
B1 53.7a 58.2a 53.7a 45.5a 419 0.2173 0.1331 0.1441 0.7767
C1 1.03a 1.01a 1.02a 1.04a 0.018 0.7634 0.6987 0.3581 0.7298
Horas de produccién de gas

3 32.2a 3l.4a 30.0a 32.9a 0.99 0.2448 0.8747 0.0857 0.2846
6 51.3a 50.8a 48.1a 51.9a 1.71  0.4449 0.9097 0.2380 0.2687
9 67.7a 66.6a 63.2a 67.8a 2.23  0.4367 0.7644 0.2126 0.3088
12 79.4a 78.8a 74.2a 80.6a 272 0.3917 0.9379 0.2126 0.2365
18 105.5a  102.4a 97.4a 106.3a  4.10  0.4309 0.8949 0.1588 0.4064
24 132.5a  128.6a 123.9a 137.1a  5.03 0.3209 0.6919 0.1052 0.4181
36 184.6a 179.4a 171.6a 185.4a 5,52  0.2910 0.8301 0.0991 0.3372
48 228.0a 221.3a 210.6a 220.9a 522 0.1653 0.1859 0.1197 0.3016
60 257.2a 249.2ab  237.0b 2455ab 475 0.0487 0.0368 0.0989 0.2542
72 274.8a 266.6ab  253.0b 260.8ab 4.54  0.0204 0.0127 0.0946 0.2064
96 290.9a 282.5ab  268.5b 275.8ab 445 0.0129 0.0072 0.0934 0.1900

> Medias con la misma letra en una fila no difieren P=0.05. T1: rastrojo de maiz ensilado con 0 ml/kgMS, T2: rastrojo de maiz
ensilado con 1.5 ml/kgMS, T3: rastrojo de maiz ensilado con 3.5 mi/kgMS y T4 rastrojo de maiz ensilado con 4.5 mi/kgMS de
Bacillus spp., EEM: error estandar de la media. PG, B y C: son parametros de la ecuacién mL gas = PG (1 + (B/t)) ™ (Groot et al.,

1996)
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Figura 2. Cinética de produccion de gas in vitro (ml/0.5g MS
degradada) del rastrojo de maiz ensilado Bacillus spp. hasta 30 dias.
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Tabla 4. Pardmetros de produccion de gas in vitro (ml/0.5g MS fermentada) del rastrojo
de maiz ensilado a 30 dias con Bacillus spp.

TRATAMIENTOS EEM P CONTRASTES
T1 T2 T3 T4 L C Cu

Parametros de produccion de gas

PG 550.0a  519.6ab  496.2bc 471.0c 1191 0.0011 <.0001 0.8273 0.8724
B1 53.7a 58.2a 53.7a 45.5a 4.19 0.2173 0.1331 0.1441 0.7767
Cl 1.03a 1.01a 1.02a 1.04a 0.018 0.7634 0.6987 0.3581 0.7298
Horas de produccion de gas

3 37.9a 34.9a 34.6a 37.3a 1.13 0.1260 0.7029 0.0209 0.9163
6 60.3a 56.5a 55.4a 58.9a 1.96 0.2984 0.5452 0.0758 0.8314
9 79.7a 74.0a 72.7a 77.0a 2.54 0.2453  0.4253 0.0647 0.9108
12 93.4a 87.6a 85.4a 91.5a 3.09 0.2755 0.5753 0.0675 0.7524
18 124.1a  113.7a 112.1a  120.7a 4.67 0.2501 0.5754 0.0561 0.9477
24 155.9a 142.8a 142.5a  155.6a 5.70 0.1914 0.9650 0.0335 0.9809
36 217.2a  199.3a 197.4a  210.5a 6.25 0.1140 0.4406 0.0224 0.9718
48 268.3a  245.9ab  2424b  250.7ab  5.91 0.0270 0.0469 0.0171 0.7922
60 302.6a  276.9b 272.7h  278.6b 5.36 0.0034 0.0048 0.0080 0.6418
72 323.3a  296.2b 291.2b  296.0b 5.14 0.0010 0.0012 0.0056 0.6007
96 342.3a  313.9b 308.9p  313.0b 5.03 0.0005 0.0005 0.0043 0.5344

¥ Medias con la misma letra en una fila no difieren P=0.05. T1: rastrojo de maiz ensilado con 0 ml/kgMS, T2: rastrojo de maiz ensilado
con 1.5 ml/kgMS, T3: rastrojo de maiz ensilado con 3.5 ml/kgMS y T4 rastrojo de maiz ensilado con 4.5 ml/kgMS de Bacillus spp.,

EEM: error estandar de la media. PG, B'y C: son parametros de la ecuacion mL gas = PG (1 + (B/t)) ™ (Groot et al., 1996)

gas ml/0.5 g M SF

400+
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20 40

Tiempos de incubacién (horas)
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Figura 3. Cinética de produccién de gas in vitro (ml/0.5g MS
fermentada) del rastrojo de maiz ensilado Bacillus spp. hasta 30 dias.
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Tabla 5. Digestibilidad de nutrientes in vitro, pH y Nitrogeno Amoniacal (NH3)

TRATAMIENTOS EEM p CONTRASTES

T1 T2 T3 T4 L C Cu
Digestibilidad
MS 68.7 a 726 a 736a 743a 1.73 0.1372 0.0491 0.1944 0.9763
MO 67.0a 711a 719a 727a 1.69 0.1169 0.0291 0.3465 0.6493
pH
2h 7.06 a 7.03a 7.04a 7.09a 0.020 0.1699 0.2277 0.0592 0.9321
4h 7.01b 7.04b 7.03b 7.11a 0.011 <.0001 <.0001 0.0489 0.0451
8h 7.02a 7.06 a 7.02a 7.09a 0.020 0.0820 0.0773 0.6379 0.0561
12h 7.06b 7.12b 717ab 7.36a 0.051 0.0048 0.0008 0.2123 0.5247
24h 7.65a 7.038b 7.35ab 7.37ab 0.111  0.0107 0.3006 0.0113 0.0236
NH; mg/I
2h 19.51c 20.22¢ 24.8b  27.71a 1.345 0.0002 0.0001 0.1342 0.2341
4h 20.00c 21.73c 25.5h  29.52a 1.123 0.0001 0.0001 0.2134 0.1634
8h 11.33c 11.51c 14.25h 18.12a 1.421 0.0001 0.0001 0.5234 0.1342
12h 9.61a 9.14a 10.51a 10.73a 1.643 0.0598 0.0423 0.0653 0.0853
24h 7.53a 7.71a 8.33a  8.60a 1939 0.0621 0.0451 0.0934 0.0745

#P¢ Medias con la misma letra en una fila no difieren MS: materia seca, MO: materia organica, pH, Nitrégeno Amoniacal (NHs),
T1: rastrojo de maiz ensilado con 0 ml/kgMS, T2: rastrojo de maiz ensilado con 1.5 mi/kgMS, T3: rastrojo de maiz ensilado con
3.5 ml/kgMS y T4 rastrojo de maiz ensilado con 4.5 ml/kgMS de Bacillus spp.

5.1.5. Acidos grasos volatiles

En la Tabla 6 la produccion de &cidos grasos volatiles (AGVs) como el Acético (A),
Butirico, Isobutirico, Isovalérico, Valérico, y el ratio A/P no mostraron diferencias entre
tratamientos en los tiempos post incubacion. Por otra parte el acido Propionico (P) fue
diferente en los tratamientos T3 y T4 en las horas (2, 4) y (2, 4 y 8) respectivamente,

observandose una respuesta lineal en las horas 2, 4 y 12.

5.2. DISCUSION

Con respecto a la degradacion ruminal de MS (g/Kg) del rastrojo de maiz ensilado con
Bacillus spp. a diferentes dosis se observd que gracias a la accion de los Bacillus spp.
encargados de producir enzimas celuloliticas con actividad endo-p-1,4-glucanasa y exo-p-
1,4-glucanasa mencionado por Hernandez et al (1999), la degradacion ruminal de la MS en
la fraccion soluble (a) no mostr6 diferencias (P=0.4567) entre tratamientos, cuyos valores
fueron (39.65 - 40.57%) que corresponde a la fraccion que desaparece rapidamente de la
bolsa y representa la fraccidn que es rapida y completamente degradada en rumen es mayor
en comparacion a los reportados por Renddn et al (2013) en trabajos realizados para
evaluar el efecto de la inclusion de diferentes niveles de vinaza en ensilaje de maiz sobre la
cinética de degradacion ruminal (24,3 - 29,0%) y similares a los valores reportados por
Araiza et al. en trabajos realizados para evaluar el efecto de la adicion de desecho de

manzana (ripio) y melaza, sobre la digestibilidad y degradabilidad del ensilado de maiz
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forrajero (39.49 - 42.53%), los ensilajes con Bacillus spp. pueden estar presentando una
mayor cantidad de carbohidratos solubles que hace que aumente la fraccion soluble,
ademas influye directamente en el aumento de la degradabilidad efectiva de los ensilajes
permitiendo asi darle mayor accesibilidad a los microorganismos ruminales para que

tengan una mejor degradacion tal como se lo observa en esta investigacion.

Con respecto a la degradacion ruminal de la MO, la fraccion soluble (a) fue mayor
(P=<.0001) en T1 (37%), T2 (39%) y T4 (38%) con relacion al T3, observandose una
respuesta cubica (P<0.0001) a los tratamientos. La fraccion insoluble pero potencialmente
degradable (b) fue mayor (P=<.0001) en T3 (45%) y T4 (44%) con respecto a los demas
tratamientos, mostrando una respuesta lineal (P0.0002) y cubica (P<.0001) a medida que
incrementa la dosis de Bacillus spp. en el ensilaje de rastrojo de maiz. Hay evidencias que
sugieren que las enzimas fibroliticas actian como agentes degradantes de la fibra,
promueven una mayor colonizacion del alimento e incrementan el ndmero de
microorganismos, tanto fibroliticos como no fibroliticos en el liquido ruminai; lo cual
incrementa la degradacién en la fraccion del alimento digerida méas lentamente por los
microorganismos ruminales (Bowman et al., 2003). Los parametros generados por el
modelo de @rskov & McDonald (1979) indican efectos de la inclucion de Bacillus spp. en
la degradacion efectiva con las diferentes tasas de pasaje (k) fue mayor (P>0.05) en T2 y
T4 con relacion a los demas tratamiento, obteniendo una respuesta lineal (P<0.05) y cubica
(P<0.05) al 0.02 y 0.05 (k/%h?), y con respecto a 0.08 (k/%h") mostré una respuesta cubica
(P<.0001) a los tratamientos.

En la produccion de gas de MS fermentable si bien no hay una diferencia significativa
entre la digestibilidad de la MS y MO pero tenemos una diferencia lineal al momento que
incrementamos el nivel o dosis de Bacillus spp. en el ensilaje de rastrojo de maiz lo cual al
tener una mayor digestibilidad o ir incrementando los niveles proporcionales de
digestibilidad en los tratamientos estamos teniendo una mayor fermentacién y mejor
asimilacién en los procesos fermentativos del rumen lo cual disminuye la metanogénesis
ruminal y disminuye la produccién de gas a nivel del rumen. El pH ruminal y el nitrégeno
amoniacal presenta valores altos en T3 y T4 post incubacién debido a los hidratos de
carbono (H20C) presentes en el ensilaje de maiz con altas dosis de Bacillus spp. El tipo de
H2OC condiciona el desarrollo del tipo de flora adecuada para su fermentacion y el ajuste
del pH a su rango ideal, (Van Kessel et al., 1996). En cuanto a la produccion de acidos

grasos volatiles obtenemos mayor produccién de acido Propidnico en los tratamientos T3 y
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T4 a las primeras horas post incubacion y reduce en el trascurso del tiempo esto junto a un
pH promedio de 7.3 dificulta el desarrollo de una flora amilolitica y por tanto favorece la

actividad de las bacterias celuloliticas (\VVolpi-Lagreca et al., 2015).

Tabla 6. Acidos Grasos Volatiles (AGVSs) in vitro

TRATAMIENTOS EEM p CONTRASTES

T1 T2 T3 T4 L C CuU
Acidos grasos volatiles (% molar)
Acético (A)
2h 74.20a 74.10a 73.52a 73.12a 2.345 0.0632 0.0478 0.3451 0.1253
4h 74.0la 74.32a 73.50a 72.51a 3.153 0.0612 0.0312 0.2340 0.1943
8h 72.6la 72.2la 72.92a 70.86a 2.431 0.0598 0.0416 0.0632 0.2317
12h 73.23a 72852 71.71a 71.34a 2917 0.0627 0.0054 0.0763 0.1845
24h 74.80a 735la 73.32a 73.51a 1.875 0.0925 0.0587 0.3256 0.2941
Propidnico (P)
2h 16.31b  16.52b 17.20a 17.83a 1.324 0.7231 0.0472 0.2312 0.1743
4h 16.11b  16.71b  17.53a 18.51a 2.451 0.0612 0.0021 0.1712 0.2849
8h 17.83b 17.50b 17.80b 19.42a 1.762 0.0791 0.0572 0.0641 0.0581
12h 16.20b 16.81b  18.0la 19.00a 3.416 0.0622 0.0015 0.2354 0.1831
24h 15.71a 16.0la 16.22a 16.02a 2.821 0.0769 0.0714 0.0851 0.1912
Butirico
2h 6.52a 6.41a 6.30a 6.21a 0.973 0.0927 0.1643 0.1731 0.2741
4h 6.90a 6.10a 6.21a 6.40a 1231 0.1731 0.2659 0.2451 0.1842
8h 6.62a 7.22a 6.31a 6.72a 0.865 0.1352 0.0917 0.1739 0.1382
12h 7.71a 7.80a 7.40a 6.81a 0.898 0.1864 0.2679 0.1690 0.1639
24h 7.10a 7.81a 7.72a 8.04a 1.182 0.0971 0.1781 0.2789 0.1634
Isobutirico
2h 0.95a 0.93a 1.00a 0.94a 0.281 0.8271 0.4529 0.1624 0.2713
4h 1.10a 0.90a 0.91a 0.91a 0.176 0.4871 0.1783 0.2691 0.1634
8h 0.95a 0.93a 1.01a 0.94a 0.189 0.1736 0.2618 0.2790 0.2278
12h 1.04a 0.83a 1.20a 1.02a 0.212 0.1821 0.1832 0.1719 0.2109
24h 0.82a 1.01a 1.05a 0.81a 0.101 0.0891 0.1890 0.0892 0.1830
Isovalérico
2h 1.21a 1.31a 1.20a 1.10a 0.171 0.3671 0.2901 0.1780 0.3610
4h 1.10a 1.21a 1.21a 1.00a 0.120 0.6190 0.1828 0.5012 0.4812
8h 1.20a 1.30a 1.20a 1.30a 0.172  0.2813 0.3910 0.4112 0.3801
12h 1.31a 1.10a 1.00a 1.11a 0.149 0.3701 0.1728 0.3910 0.1267
24h 1.21a 1.22a 1.30a 1.21a 0.133 0.1788 0.4811 0.2771 0.1529
Valérico
2h 0.85a 0.87a 0.81a 0.86a 0.112  0.2217 0.1782 0.1661 0.2921
4h 0.80a 0.87a 0.75a 0.75a 0.098 0.5810 0.4781 0.2701 0.2601
8h 0.85a 0.87a 0.80a 0.86a 0.075 0.1391 0.1720 0.1489 0.1494
12h 0.67a 0.75a 0.75a 0.80a 0.109 0.0891 0.0692 0.1291 0.1032
24h 0.40a 0.50a 0.50a 0.50a 0.062 0.2818 0.2371 0.1321 0.1812
Ratio A/P
2h 4.55a 4.49a 4.27a 4.10a 0.191 0.2671 0.1892 0.2721 0.2431
4h 4.59a 4.45a 4.19a 3.92a 0.218 0.0621 0.0471 0.3181 0.2671
8h 4.07a 4.13a 4.10a 3.65a 0.264 0.0713 0.0490 0.1791 0.1266
12h 4.52a 4.33a 3.98a 3.75a 0.182 0.0610 0.0469 0.2912 0.2994
24h 4.76a 4.59% 4.52a 4.59 0.137 0.4218 0.2843 0.3819 0.1749

P Medias con la misma letra en una fila no difieren. Acético (A), Propidnico (P), Butirico, Isobutirico, Isovalérico, Valérico, Ratio
AlP.
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CAPITULO VI

6.1. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio se concluye que la adicién de los Bacillus en los
ensilajes fibrosos solubiliza la fibra insoluble, lo cual permite que los microorganismos
ruminales tengan mas accion a esos nutrientes para poder degradarla lo cual genera mayor
degradacion de los nutrientes, mejor digestibilidad, incrementa el acido Propidnico en el
rumen y disminuye los gases de efecto invernadero.
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6.3. Anexos

Anexo 1. Preparacion del ensilaje.
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Anexo 2. Determinacion de pH, MS, molido y tamizado del ensilaje después de 30
dias de ensilado.
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Anexo 3. Degradacion ruminal in situ.
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Anexos. 4. Digestibilidad aparente de la M.S in vitro
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Anexo 5. Produccion de gas in vitro.
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Anexo 6. Nitrogeno Amoniacal (N-NH3) y Acidos Grasos Volatiles (AGVSs)
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CAPITULO VI
PROPUESTA

7.1. DATOS INFORMATIVOS

Tema: Recomendar la adicion de Bacillus spp. a dosis de 4.5 ml en ensilaje de maiz (zea
mays) para mejorar la digestibilidad y parametros productivos en bovinos.

7.2. ANTECEDENTES DE LA PROPUESTA

En el Ecuador, el maiz (Zea mays L.) es uno de los cultivos principales mas importantes y
uno de los elementos basicos de la dieta de la poblacién. Asi, la superficie cosechada con
maiz segun el Servicio de Informacion y Censo Agropecuario alcanza las 229 636 ha con
una produccion de 254 840 000 kilogramos para el afio 2005. Segun el ultimo diagnostico
Provincial Agropecuario realizado en Santo Domingo existen 450 hectareas de maiz para
produccion de forraje sembradas durante el afio 2011 (SINAGAP, 2011)

El ensilaje es un importante método para preservar los forrajes destinados a la alimentacion
bovina. Mediante este proceso, el material ensilado se conserva con un minimo de pérdidas
de materia seca y nutriente, manteniendo una buena palatabilidad para el ganado (De la
Roza, 2005; Viera, 2009). Con la fermentacion natural que se da dentro del ensilaje se
busca inhibir el crecimiento de microorganismos indeseables que afectan la degradacion de
la materia seca y el valor nutricional del material ensilado (Garcés et al., 2006; Cafiete et
al., 1998).

La estabilidad del proceso fermentativo puede manejarse por medio del uso de aditivos
acidificantes como los acidos organicos, compuestos nitrogenados, melazas que pueden ser
adicionados al forraje al momento de ser ensilado (Ojeda et al., 1990), tambien se
menciona el uso de estimulantes e inhibidores de la fermentacion, inhibidores de la
deterioracién aerobica, de los nutrientes y absorbentes, estos aditivos pueden ser bioldgicos
0 quimicos (Weinberg y Ashbell, 2003), asi como biocatalizadores que ayudan a

solubilizar la pared celular como hongos, bacterias y levaduras (Bhat; Hazlewood, 2001).

En este sentido sabemos que bacterias del genero Bacillus spp. empleados como aditivos
en ensilajes de rastrojo de maiz ayudan a mejorar la calidad nutricional gracias a que estos
microorganismos generan enzimas con capacidad de hidrolizar la celulosa y hemicelulosa
permitiendo asi el mejor aprovechamiento de nutrientes para los rumiantes y la reduccion

de gases efecto invernadero.
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En este estudio cientifico se determinara, el efecto de la adicién de Bacillus spp a dosis de
45 ml en ensilaje de maiz (zea mays) para mejorar la digestibilidad y parametros

productivos en bovinos.
7.3. JUSTIFICACION

En el pais la produccién ganadera se basa en la alimentacion por pastoreos rotativos,
produccion de pastizales a expensas de lluvias y sequias, por lo cual en épocas de sequia el
valor nutricional y rendimiento de la biomasa forrajera es limitada reduciendo asi el

desempefio productivo de los animales y por consiguiente un bajo ingreso econémico.

Al utilizar el inoculo de Bacillus spp. a dosis de 4,5 ml/Kg MS en ensilaje de rastrojo de
maiz ensilado a 30 dias, se pretende determinar la dosis optima y el mejor periodo de
ensilaje para aprovechar los valores nutritivos que poseen para la alimentacion del ganado

ademas disminuir la emision de Gases Efecto Invernadero (GEI) que estos producen.

Al desarrollar este proyecto de investigacion aprovechando el rastrojo de maiz para crear
ensilajes con adicion del inoculo de Bacillus spp. a dosis de 4,5 ml/Kg MS a 30 dias, cuya
implementacion en la produccidn pecuaria permitird garantizar un impacto positivo en la
economia del productor reduciendo costos de alimentacion y mejorar el valor nutritivo del
ganado en épocas de sequia y carencia de pastos, ademas de reducir la contaminacion

ambiental.

El propésito de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de
Ambato es responder a los problemas cientificos, tecnolégicos y sociales de la poblacién,

participando activamente con sus comunidades.
7.4. OBJETIVOS
7.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la adicion de Bacillus spp a dosis de 4.5 ml en ensilaje de maiz (zea
mays) sobre la digestibilidad y parametros productivos en bovinos.

7.4.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la adicion del inéculo de Bacillus spp. en el ensilaje de
maiz a dosis de 4.5 ensilado a 30, 50 y 70 dias sobre la digestibilidad ruminal de los

nutrientes.
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e Evaluar el efecto de la adicion de Bacillus spp. en el ensilaje de maiz a dosis de 4.5
ml y ensilado a 30, 50 y 70 dias sobre la conversion alimenticia, ganancia de peso,

produccion de leche.
7.5. ANALISIS DE FACTIBILIDAD

Este proyecto es totalmente factible en lo econémico, ambiental y social, al permitir
aprovechar el rastrojo de maiz producto de la cosecha para mejorar el manejo alimentario
en épocas de escases ademas de disminuir los gases efecto invernadero que producen los
bovinos, reducir los costos de produccion y mejorar el rendimiento productivo de los
ganaderos.

7.6. FUNDAMENTACION

La demanda de alimentos de origen animal de leche y carne se han incrementado desde
hace varios afios a nivel mundial, por lo cual es necesario desarrollar tecnologias que
ayuden a los productores ganaderos a mejorar eficientemente sus explotaciones ganaderas
y poder consolidarse en el mercado nacional e internacional garantizando la seguridad
alimentaria del consumidor.

Aprovechar los subproductos de cosecha para la elaboracion de ensilajes, henolajes y
dietas que mejoren la calidad del alimento ofrecido al animal y abastezcan en épocas de
sequia o carencia de pastos es una de las técnicas que promueven el cuidado del medio
ambiente, el mejoramiento de las caracteristicas nutricionales del forraje y la
implementacion de sistemas estratégicos de suplementacion, como la presencia de otros
estratos vegetales en el ecosistema pasturas, tipo de sistemas silvopastoriles, o el
aprovechamiento de subproductos agricolas mejorando las caracteristicas fermentativas a
nivel ruminal, reflejandose en mayor productividad y generalmente en una disminucion en
las emisiones de Gases de Efecto Invernadero (GEI).

7.7. METODOLOGIA

e Inclusidn de ensilaje de rastrojo de maiz con Bacillus spp. a la dieta diaria.
e Evaluacion de consumo diario de Materia seca.
e Evaluacion de consumo diario de Materia organica.

e Determinacion de la digestibilidad, fermentacién y produccién de gas.
7.8. ADMINISTRACION

La administracion de esta investigacion estara a cargo de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato.
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7.9. PREVISION DE LA EVALUACION

Se recomienda realizar la evaluacion del proyecto para que los resultados sean confiables,
y los mismos publicados en beneficio de los productores de nuestro pais.
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