UNIVERSIDAD NACIONAL DE HUANCAVELICA
(Creada Ley N° 25265)
FACULTAD DE CIENCIAS DE INGENIERIA

ESCUELA PROFESIONAL DE ZOOTECNIA

EFECTO DE DIFERENTES NIVELES DE LEVADURA DE PAN
(Saccharomyces cerevisiae) Y TIEMPOS DE FERMENTACION SOBRE
LA CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN
ENSILAJE DE CEBADA (Hordeum vulgare L.)

LINEA DE INVESTIGACION
NUTRICION Y ALIMENTACION ANIMAL
PRESENTADO POR:

Bach. ROMARIO INGA MALLQUI
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:
INGENIERO ZOOTECNISTA
HUANCAVELICA — PERU

2020



UNIVERSIDAD NACIONAL DE HUANCAVELICA

FACULTAD DE CIENCIAS DE INGENIERIA

ACTA DE SUSTENTACION VIRTUAL DE TESIS

En la ciudad de Huancavelica, a los dieciocho dias (18) del mes de diciembre del afio 2020, siendo las diez
horas (10:00 a.m.), se reunieron los miembros del Jurado Calificador conformado por los docentes: Dr.
Manuel CASTREJON VALDEZ (PRESIDENTE), M.Sc. Rodrigo HUAMAN JURADO (SECRETARIO), M.Sc.
Héctor Marcelo GUILLEN DOMINGUEZ (VOCAL), designados con Resolucion de Decano N° 194-2019-FCI-
UNH, de fecha 29 de octubre del 2019, a fin de proceder con la sustentacion y calificacion virtual mediante el
aplicativo MEET del informe final de tesis titulado: “EFECTO DE DIFERENTES NIVELES DE LEVADURA DE
PAN (Saccharomyces cerevisiag) Y TIEMPOS DE FERMENTACION SOBRE LA CONCENTRACION DE
ACIDOS GRASOS VOLATILES EN ENSILAJE DE CEBADA (Hordeum vulgare L.)*, presentado por el Bachifler
INGA MALLQUI, Romario, para optar ¢l Titulo Profesional de ingeniero Zootecnista. Finalizada la
sustentacion virtual a horas 12:03; se comunico al sustentante y al publico que los Miembros del Jurado que

abandonaran el aula virtual para deliberacion por parte de los Jurados y se llegé al siguiente resultado:

APROBADO X POR MAYORIA

DESAPROBADO

En sefial de conformidad, firmamos a continuacion:

V?" Decano



TITULO

EFECTO DE DIFERENTES NIVELES DE LEVADURA DE PAN (Saccharomyces
cerevisiae) Y TIEMPOS DE FERMENTACION SOBRE LA CONCENTRACION DE
ACIDOS GRASOS VOLATILES EN ENSILAJE DE CEBADA (Hordeum vulgare L.)



AUTOR

Bach. ROMARIO INGA MALLQUI



ASESOR

MSc. JOSE LUIS CONTRERAS PACO



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, agradezco a Dios por haberme dado salud y las fuerzas para poder

culminar el presente trabajo de investigacion.

Al término de la presente quiero expresar mi profundo agradecimiento a todas aquellas

personas quienes hicieron posible que concluya el presente trabajo de investigacion.

Al Ing. José Luis Contreras Paco, en su calidad de asesor del presente trabajo de

investigacion quien me brindd su apoyo y dedicacion en la ejecucion del presente trabajo.

Al Ing. James Curasma Ccente quien me brindo orientacion e invalorable contribucion

para la ejecucion del presente trabajo.

Quiero expresar de la manera especial mi agradecimiento sincero a mis familiares quienes
supieron darme su constante apoyo para la culminacion de esta primera parte de mi vida

profesional.



TABLA DE CONTENIDO

PARAL MO T | T - S . T W i
AUTOREE.....&. ... LT s T T, i
ASESOR £ ..o SEN L S M A B e e iv
AGRAPECIMIENTO i it i b SR A et e v
TABEA DE CONTENIDO : . e o 0 o Fom B e, Vi
CONTENTDOSDETABILAS .........oooovmeemeraenieo i S oot e sesnron o el . S iX
TABLA DE CONTENIDOS DE FIGURAS .........ooveiiveriesstseissssssssssssssss s sssssssessanes X
2582 (V) L= evrrvrrrrrrrrrer T et | JRR Xi
ABSERAGI 5 d HUAY S8 Wb . SSiEe W g dl L W Xii
INTREBUEET@N Nt B Th . TR N S 0. L e Xiii
CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

1.1 Descripcidngdel,Problemalr.... . 8...... ... gl SUWED 1
1.2 Bormulacion del Probleling .. e .. ... 08 s odiine et cbfpaneseenees i
1.3 ObJEHIVOS ....... S ... o ... . . R .. (... 00 . T 3
11.3.1.©bjetivos gencrdies ... SN T T Sl L 3
1:38 ObjetivasiesPELiTiCIESERI—T— . AT L L 3
I IS i i GACTO NN . S P TRt Ot ... ... B o ARG 3

CAPITULO 11

MARCO TEORICO
2.1 ANteCRUEHERS: . .- e i ... 5
2.2 Bases teOr ICASEINECTE RN - O e e L 12
2.2.1 Cebada (HOrdeum VUIQAre L.)......ccccviiiiiiecie et 12
2.2.2 Silaje.....coveeve.. 0. R T 12

Vi



2.2.3 Levadura de pan (Saccharomyces CEreVISIAE) .......cccouevververrerrerierieniesesieeeeeeens 13

272% Pragesode enstlado ..........tl B e e o 16
2.2.5 Acidos grasos Volatiles en ensilado. ............ccccoeeeveeiieiieeieenseeeesese s 20
2.3 Dgfiniciomde 1ermines s, La.. L DL s rdf  F N e 23
2.4 HIpOteSISnr, T o M R e n I s 25
2.5 Variablesime. = m e T P e eGP oo R 25
2.5.1 Variable independiente ...........cccceiieiiecie i e e 25
2.5:2 N/arigble dependienteiii). ... b dW R LN LR . L e 26
2.6 Operacionalizacion de variables ... e 26

CAPITULO 11l

METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1 Ambito'temporal y espaglal . =%~ . W 8 . T e M e 27
3.1.IAmbjialiemppral”. J5....... S o T SRS SRR S 27
3.1.2 Anibito espagial ... SEEE NN, W RO TwTe 8 27
I ZATIRONITVESTIACIGN. . N . x...... (O .. ... -k e b e i 27
3.3 Nivel de iNVESHIJACION. .....cccciiirireririerteirie sttt et e e srns 27
3.4 Método de iNVESEIGACION. ........ccveceeiriereeirirteseee st s et e e b e e et sene s 28
3.51EAseno dElNVESHIGACI ... T, . SHRN o Ah.. B. ol .. 2. 0. SO ... 28
816 PollgeiomvIticsivat IVInestrea. (8 2x 30 L el o L SR L. L 28
3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos..........ccccveverereiiieniiisieeees 29
3.8 Procedimiento de recoleccion de datos. ..........cccoveririiiiieiieieee e 29
3.9 Técnicas de procesamiento y analisis de datos ............cccccevvveieeiicic v, 31

vii



CAPITULO IV

PRESENTACION DE RESULTADOS

. Andlisis’de informagign -Le.. M. X S8 e B TR o 32
4.2 Ppileba def]ipotesyss. v ke L Lt T 42
4.3 Discusignes-demesultados .. i . At il ey S Pttt e 46
EONCIUSTONES s =t e T e T 49
RecomandaCIONeSam .............coc e 50
Referepelaflbllogafia®.. SRR ... Sk e A084 B1 B L e e 51
Vi (eirtrerrteeirtrrritreirrrtrrr e T PreR s R st W 1 58

viii



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla s

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

CONTENIDOS DE TABLAS

Analisis de varianza de la concentraciéon de acido acético,
propiodnico y butirico del ensilado de cebada...........................

Tenores medios y ecuacion de regresion de contenido de &cido
acetico, propionico y butirico en ensilado de cebada en funcién a
nivelessdedevadutar . .; 1 LEP X g d T e
Tenores medios y ecuacién de regresion de &cido acético,
propionico y butirico en ensilado de cebada en funcion a los
tiefnpos defermentacion. ........... 50 T .y o lee® e s e e e ik . . S

Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion de las
variables en estudio del ensilado de cebada en funcion a los niveles
de levadura dentro de los tiempos de fermentacion....................

Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion de las
variables en estudio del ensilado de cebada, en funcion a los niveles
del tiempo de fermentacion dentro de los niveles de levadura de

Test de normalidad de la concentracion de &cidos grasos volatiles
(acético, propionico y butirico) en diferentes niveles de levadura en
ensilado de cebadall. . T, ....... T Hoes ... 8.7
Test de normalidad de la concentracion de acidos grasos volatiles
(acético, propionico y butirico) en diferentes tiempos de
ERmMEnFACIiOn. . . ... . W 8. .. .. W . . s ... .
Test de Levene para la concentracion de acido acético, propionico
y butirico con diferentes niveles de levadura y tiempos de
fermentacig. . . . SRS JEe . T R LN
Anadlisis de varianza de concentracion de &cido acético en ensilado
de cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de
fermenfiiciOnINNTSIIIIIEIINNNII .. . e M
Anadlisis de varianza de concentracién de acido propionico en
ensilado de cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de
ferimentaCiHRINNEI - . i SRR B . e TN
Anadlisis de varianza de concentracion de &cido butirico en ensilado
de cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de
il T 6L e e R Mo A e et iy oamad. Y N

32

33

36

39

41

42

42

43

44

44

44



Figural
Figura 2
Figura 3
Figura 4

Figura 5

CONTENIDOS DE FIGURAS

Concentracion de acido propionico (AP) en ensilado de cebada con
diferentes nivelesde levadura..................ccoiiiiiiiiiinL.

Concentracién de acido butirico en ensilado de cebada con
diferentes nivelesde levadura. ..........coooveemi e

Concentracion de acido acético (AA) en diferentes tiempos de
fermientacionf(dias)..................... N St el 1.0
Concentracion de acido propionico (AP) en diferentes tiempos de
fermentacion (dias)..........cc.ooiiieiiiii

Concentracion de acido butirico (AB) en diferentes tiempos de
TEImMentEeion (dias)ks, . .. Sty S B0 UR1 . MRS, Sy ML .

34

35

36

37



RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar los efectos de diferentes niveles de
levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae) y tiempos de fermentacion sobre la
concentracion de &cidos grasos volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.). El
experimento fue conducido en las instalaciones de Laboratorio de Nutricion Animal y
Evaluacion de Alimentos de la Escuela Profesional de Zootecnia de la Universidad
Nacional de Huancavelica, Per(. La concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) fue
determinada mediante cromatografia de gases. Se utilizd un disefio completamente
aleatorio, con tres repeticiones por tratamiento, en esquema factorial de 4x3 con cuatro
niveles de levadura (0; 0,5; 1,0 y 1,5 %) y tres tiempos de fermentacion (6, 12 y 24 dias).
Los niveles de levadura fueron mezclados con la cebada y enseguida almacenada en bolsas
de polietileno (0,60 m x 0,90 m; espesor 0,20 mm). Los resultados obtenidos de los niveles
de levadura no tuvieron efecto significativo (P > 0,05) sobre el contenido de acido acético.
El contenido de acido propidnico increment6 de 0,0130 a 0,0143 g/kg MS, mientras el
contenido de acido butirico disminuyo de 0,0098 a 0,0093 g/kg MS a medida que se
incremento la levadura. EI contenido de acido acético aumento linealmente en funcion a
los tiempos de fermentacion, a los 12 dias de fermentacion se obtuvo mayor contenido de
acido propidnico, mientras el contenido de &cido butirico no vario en funcion a los tiempos
de fermentacion. Llegamos a la conclusion que la adicién de levadura tiempos de
fermentacion modificé el contenido de AGV en ensilado de cebada, asi mismo los valores
obtenidos de AGV se encuentran dentro de los valores aceptables de un ensilado de

calidad, por tanto, la levadura mejor¢ la calidad fermentativa de ensilado de cebada.

Palabras clave: levadura; calidad fermentativa; acético, propionico y butirico
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abstrac

The objective of the present study was to determine the effects of different levels of bread
yeast (Saccharomyces cerevisiae) and fermentation times on the concentration of volatile
fatty acids in barley silage (Hordeum vulgare L.). The experiment was conducted in the
facilities of the Animal Nutrition and Food Evaluation Laboratory of the Professional
School of Zootechnics of the National University of Huancavelica, Peru. The
concentration of volatile fatty acids (VFA) was determined by gas chromatography. A
completely randomized design was used, with three repetitions per treatment, in a 4x3
factorial scheme with four levels of yeast (0, 0.5, 1.0 and 1.5%) and three fermentation
times (6, 12 and 24 days). The yeast levels were mixed with the barley and immediately
stored in polyethylene bags (0.60 m x 0.90 m; thickness 0.20 mm). The results obtained
from the yeast levels had no significant effect (P> 0.05) on the acetic acid content. The
propionic acid content increased from 0.0130 to 0.0143 g / kg DM, while the butyric acid
content decreased from 0.0098 to 0.0093 g / kg DM as the yeast increased. The acetic acid
content increased linearly as a function of the fermentation times, at 12 days of
fermentation a higher content of propionic acid was obtained, while the butyric acid
content did not vary as a function of the fermentation times. We reached the conclusion
that the addition of yeast fermentation times modified the content of VFA in barley silage,
likewise the values obtained from VFA are within the acceptable values of a quality silage,

therefore, the yeast improved the quality fermentation of barley silage.

Keywords: yeast; fermentation quality; acetic, propionic and butyric
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INTRODUCCION

El ganado representa el 40% de la produccion mundial y contribuye a la subsistencia y
seguridad alimentaria de casi 1300 mil millones de personas, aporta 15% de la energia
alimentaria mundial y 25% de las proteinas de la dieta que utiliza; ademas, 60% de los
hogares rurales tienen ganado bovino (Callejas et al., 2014), la alimentacion del ganado
vacuno en la sierra central del Peru, viene siendo afectado por la escasez de alimentos a
causa de presencia de heladas y sequias que se presentan en transcurso del afio, por ello
los productores ganaderos tienen que recurrir a la conservacion de forraje disponible en
épocas de abundancia como los forrajes de invierno en forma de ensilaje con la finalidad
de alimentar al ganado en cantidades necesarias, durante épocas donde hay escasez de

alimentos (Vasquez, 2016).

El ensilaje es una buena alternativa de conservaciéon, siendo la méas segura y eficiente de
aprovechar el excedente de pradera (Macias, 2011), siendo en la actualidad de mayor
interés, ya que consiste en disponer de un aporte nutritivo que asegure la produccién del
ganado durante periodos de escases (Cahuana y Yauri, 2016), Una de las fuentes que
provee alimento en forma de silaje para el ganado, proviene de los cereales inmaduros o
cereales de invierno (trigo, cebada y avena) (Carhuapoma y Soldevilla, 2014), se
desconoce la concentracion de acidos grasos volatiles de estos en el proceso de ensilado
especificamente de la concentracion de acidos acético, propidnico y butirico siendo estos

indicador de la calidad de ensilado.

El uso de Saccharomyces cerevisiae como probidtico en ensilado ha sido desarrollado
para disminuir los riesgos del proceso de ensilaje, para mejorar el valor nutritivo y la
calidad fermentativa (Macias, 2011), pero se desconoce cuales son los efectos sobre la
concentracion de acidos grasos volatiles en el proceso de ensilado, siendo este indicador

de la calidad fermentativa de ensilaje de la cebada.
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Los acidos grasos volatiles (AGV) son generados en las distintas fermentaciones que se
Ilevan a cabo durante el proceso del ensilaje, la presencia o ausencia de algunos pueden
determinar la calidad del material ensilado (Guardian, 2019). El contenido de AGV en el
material ensilado varia en funcion del nivel de materia seca del cultivo, cuando éstos se
presentan en altas cantidades en ensilados son indicadores de pobre fermentacion
(Cafleque y Sénchez, 1998), la presencia de acidos butirico y propionico son producto de
fermentaciones indeseables y deberian ser nulas en ensilajes de buena calidad (Rojas,
2018), la presencia de acido acético en ensilados son aceptables cuando no superen los
rangos porcentuales de 2 a 3% MS (Macias, 2011), para &cido propiénico < 0,1% en base
materia seca y butirico de 0-1% MS (Kaiser et al., 2004).
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del Problema

El pastoreo es la forma méas comdn y econémica de alimentar al ganado; sin embargo,
no se puede hacer durante todo el afio, debido a las condiciones climaticas que limitan
el crecimiento de los pastos. La disponibilidad de pasturas en los sistemas ganaderos
depende de las estaciones porque son los factores que afectan el crecimiento de las
plantas son diferentes para cada estacién, lo que lleva a periodos con alta produccién

de forraje y por otro lado periodos de escasez (Da Silva et al., 2017).

La alimentacion del ganado vacuno en la sierra central del Per, viene siendo afectado
por la escasez de alimentos a causa de presencia de heladas y sequias que se presentan
en transcurso del afio, por ello los productores tienen que recurrir a la conservacion
de forraje disponible en épocas de abundancia como los forrajes de invierno en forma
de ensilaje con la finalidad de alimentar al ganado en cantidades necesarias, durante

épocas donde hay escasez de alimentos (Vasquez, 2016).

El ensilaje de cebada, de acuerdo a la informacion extranjera, ha sido usado como
forraje base de raciones, para la produccion de leche y carne (Rojas y Catrileo, 2000),
con variados resultados, quedando de manifiesto la importancia del estado de
madurez del cultivo, al momento del corte, en la produccién y calidad del ensilaje
(Baron y Kibite, 1987; Tetlow, 1990; Acosta et al., 1991). También, se sabe que la
calidad del ensilaje de cebada aumenta, en la medida que se eleva la altura del corte
al momento de cosecha (Burgess et al., 1989; Acosta et al., 1991). Después del
contenido de la energia metabolizable, la calidad fermentativa es la medida mas

importante de la calidad de ensilaje influenciando resultados fuertemente en la
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produccion animal (Macias, 2011). Sin embargo, un aspecto fundamental en la
confeccion del ensilaje de cebada, es el uso de aditivos, para disminuir la inestabilidad

aerobica, que es caracteristica de este ensilaje (Rojas y Catrileo, 2000).

Se ha informado que los microbios alimentados directamente, como la levadura
Saccharomyces cerevisiae, promueven la salud del rumen, mejoran la eficiencia de la
alimentacion y mitigan las emisiones de metano (Auclair, 2001; McAllister et al.,
2011), ademas el uso de Saccharomyces cerevisiae en proceso de ensilado tiene la
capacidad de mejorar el contenido nutricional de aquellos forrajes que presentan bajo
valor nutritivo. En consecuencia, el suministro dentro del ensilaje en lugar de como
un aditivo separado de la dieta puede ser un medio conveniente para que los
productores de ganado suministren estos microbios beneficiosos a los rumiantes. En
el proceso de fermentacién la levadura Saccharomyces cerevisiae tiene la capacidad
de incrementar la concentracion se acidos grasos volatiles, por tanto, su uso como
inoculante en el proceso de ensilado aumenta la concentracion de &cidos grasos
volatiles, pero no hay mucha informacion de cuanto es el incremento de acidos grasos
volatiles al utilizar Saccharomyces cerevisiae en ensilado de cebada, ya que los
ensilado de buena calidad los contenidos de &cidos grasos volatiles son aceptables
cuando no superan los rangos porcentuales, acético < 2% MS (Fernandez et al., 1999),
propidénico < 0,1% MS y butirico de 0 - .1% MS (Kaiser et al., 2004). Cuando éstos
se presentan en altas cantidades en ensilados son indicadores de pobre fermentacion
(Cafieque y Sanchez, 1998), transformando en un producto no palatable, aunque el
contenido de la energia metabolizable y proteina cruda sean altos, logrando como
resultado disminucién de consumo y baja produccion en aquellos ensilajes con mala

fermentacion.

En laregion de Huancavelica no existe informacion sobre el efecto de levadura sobre
la concentracion AGV (acético, propionico y butirico) en ensilado de cebada. Bajo
estas consideraciones, el objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar

el efecto de diferentes niveles de levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae) y
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tiempos de fermentacion sobre la composicion bromatoldgica y &cidos grasos
volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).

1.2 Formulacion del Problema

¢Cudles son los efectos de diferentes niveles de levadura de pan (Saccharomyces
cerevisiae) y tiempos de fermentacion sobre la concentracion de acidos grasos

volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.)?
1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivos generales

Determinar los efectos de diferentes niveles de levadura de pan (Saccharomyces
cerevisiae) y tiempos de fermentacion sobre la concentracion de éacidos grasos

volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).

1.3.1 Objetivos especificos

— Determinar los efectos de diferentes niveles de levadura de pan (0; 0,5; 1y
1,5%) sobre la concentracion de acidos grasos volatiles (acético, propionico y
butirico) en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).

— Determinar los efectos de diferentes tiempos de fermentacion (6, 12 y 24 dias)
sobre la concentracidn de &cidos grasos volatiles (acético, propionico y butirico)
en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).

— Determinar los efectos de la interaccion de diferentes niveles de levadura de
pan y tiempos de fermentacion sobre la concentracion de acidos grasos volatiles

(acético, propidnico y butirico) en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).
1.4 Justificacion

El uso de Saccharomyces cerevisiae como probidtico en la produccion animal se ha

incrementado por su alto valor proteico y de bajo precio, en los Gltimos afios, siendo



utilizado en el proceso de ensilado ya que posee la alta capacidad de degradar a la
fibra, y proporciona el mejor valor proteico de forrajes que presentan bajo contenido
proteico como la cebada y trigo, ademas tiene la capacidad de incrementar la
concentracion de acidos grasos volatiles, cuyas concentraciones permisibles pueden
informar la calidad de ensilaje, y si estd supera los pardmetros los transforma al
ensilado en un producto no palatable y con ello la disminucion de la produccion y

perdidas econdmicas al productor.

El uso de la cebada como forraje para la alimentacion de los ganados es una practica
comun en la regién de Huancavelica ya que la produccién es considerable y es
econdmicamente alcanzable por los productores. Como una alternativa de provision
de forraje. El proceso de ensilado es uno de los procedimientos mas utilizados para la
conservacion del forraje en épocas de abundancia a fin de suministrar al ganado
durante la época de escasez de alimentos, conservando calidad y palatabilidad a bajo
costo, permitiendo aumentar el nimero de animales por hectarea o la sustitucion o

complementacion a los concentrados.

La concentracion de acidos grasos volatiles del ensilado es la medida mas importante
de la calidad del silaje, y esta relacionado fuertemente en la produccién animal. En
esta investigacion se determina el efecto de Saccharomyces cerevisiae como
probidtico en ensilado de cebada en diferentes tiempos de fermentacion sobre la
concentracion de acidos grasos volatiles ya que no se cuenta con esta informacién en
la actualidad, por ello el presente estudio aportara una valiosa informacion a los
productores dedicados a la crianza de ganado vacuno para el uso adecuado de
Saccharomyces cerevisiae en el proceso de ensilado y asi ellos generen el incremento

de la produccién animal y disminuya perdidas econdémicas



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Rajcakova y Mlynar (2006) realizaron el estudio sobre la influencia de algunos
aditivos biologicos en la calidad fermentativa del ensilaje de cebada, con el objetivo
de estudiar el efecto de los conservantes enzimaticos y bioldgicos en la fermentacion
y la composicion de nutrientes de los ensilajes de cebada, en el experimento se utilizé
cebada de en su etapa de madurez de la mitad de la masa, se llenaron en silos de
laboratorio de 1,7 litros colocados en una habitacion con temperatura 15 a 20°C
durante 200 dias, se examinaron cuatro grupos diferentes: TO: control y tres variantes
T1: tratado con un aditivo biolégico (Medipharm 1 L /t), T2: tratado con un aditivo
bioldgico (Pioneer 0,5 kg/t), T3: tratado con un aditivo biol6gico-enzimatico (Alltech
2 L/t). Los resultados obtenidos de la concentracion de acidos acético y propionico
parael To: 5,82y 2,23 g/kg MS, T1: 4,30y 0,29 g/kg MS, T2: 4,86 y 0,43 g/kg MS,
T3: 4,95y 0,22 g/kg MS respectivamente. Llegaron a la conclusion de que el uso de
los aditivos bioldgico y quimicos en proceso de ensilado disminuyen la concentracién

de &cidos grasos volatiles.

Kizilsimsek, Erol, y Calislar (2007) evaluaron efecto de materia prima y tamafio de
silo del silo sobre la calidad del ensilado, con el objetivo de comparar los efectos de
ensilaje de las mezclas de leguminosas con cultivos individuales para determinar los
posibles efectos del tipo de silo en la calidad del ensilaje, para el experimento
utilizaron avena (Avena sativa L.), cebada (Hordeum vulgare L.) como cultivos de
invierno, cada materia prima se ensilo por separado y como mezclas en silo a escala
de laboratorio (LSS) y silo a gran escala (BSS) con capacidades de carga de 10 kg y

3 toneladas de material fresco, respectivamente, los silos se abrieron 45 dias después



de ensilar. Los ensilajes resultantes se evaluaron en términos de propiedades quimicas
(&cido acético, &cido butirico) el cual fue analizada por cromatografia de gases. Los
resultados encontrados fueron para ensilados de avena pura de escala de laboratorio
(LSS) y silos a gran escala (BSS) 10,8 y 3,5 g/kg respectivamente para la
concentracion de acido aceético, 1,0 y 0,8 g/kg para la concentracién de &cido butirico,
para mezcla del ensilado de cebada y arveja la concentracion de acido acético y
butirico fueron 13,5y 5,9 g/kg 0,5 y 1,1g/kg respectivamente para los silos de (LSS)
y (BSS) respectivamente. Concluyeron gue la avena pura dio como resultado la mejor
calidad de los ensilajes tanto en LSS como en BSS debido al bajo de concentracion
de acido acético y butirico.

Jatkauskas y Vrotniakiene (2003) realizaron el estudio titulado caracteristica de
fermentacion y valor nutritivo del trébol rojo hecho en grandes fardos y zanjas, con
el objetivo de examinar la diferencia en las caracteristicas de fermentacion del ensilaje
cuando el forraje se ensila en grandes fardos o en una zanja. Ensayaron en zanjas de
hormigon y en bolsas (35 micras grosor), los ensilados consistieron en cosechas de
leguminosa con (60% de trébol rojo, 25% de Timothy, 10% de festuca y 5% de otros)
las cuales fueron marchitados durante 10-20 h. las bolsas y zanjas fueron abiertos
después de 100 dias de haber ensilado y fueron muestreados para detectar acidos
grasos (acético y butirico). Los resultados encontrados para ensilados en zanjas para
la produccion de acido acético y butirico fueron de 0,0176 g/kg y 0,00001 g/kg, para
los ensilados realizados en bolsas la concentracion de &cido acético y butirico 0,0145
g/kg y 0,0 g/kg. Llegaron a la conclusion de que la calidad fermentativa en ambos
ensilados fue buena y ademas la concentracion de acido acético disminuyo al utilizar

bolsas para el ensilado.

Szucs et al., (2003) evaluaron la dinamica de fermentacion de marchitado de alfalfa
con conservador biologico, con el objetivo de evaluar el efecto del conservante
bioldgico en la fermentacidn de ensilajes de alfalfa, planificaron un control alfalfa sin

tratamiento y alfalfa con inoculante biolégico (lactobacillus plantarum PA28 y



lactobacillus plantarum K270) a razén de 1g/Tm firmemente marchitado (53% MS)
se ensilaron en silos de 4.2 litros 3 repeticiones por cada tratamiento durante 60 dias
a una temperatura de 20-22°C, los contenedores fueron evaluados a los dias 1, 2, 4,
10, 30 y 60. Los resultados encontrados para el tratamiento control respecto a la
concentracion de acido de acético fue 3,7; 5,1y 7,0 g/kg MS y propidnico 1,6; 0,2 y
0,4 g/kg MS para los dias 4, 10 y 30 respectivamente, tratamiento de alfalfa con
inoculante los resultados fueron para la concentracion de acido acético 2,4; 7,3y 6,0
g/kg MS y propionico 0,7; 0,6 y 0,5 g/kg MS respectivamente para los dias de
evaluacion 4, 10, 30 dias respectivamente. Llegaron a la conclusién que durante los
primeros dos dias la concentracion de acido acético aumento significativamente, la
actividad microbiana se acelera durante el cuarto dia y aumenta considerablemente
hasta el dia 30 y esto indica el aumento del contenido de acidos grasos volatiles por
la disminucion del pH, la cantidad de acidos grasos volatiles fue mayor en los henos
tratados conservante bioldgico que en el control.

Podkowka et al., (2003) realizaron su trabajo de efecto de lactobacillus buchneri en
la fermentacién y la estabilidad aerdbica de ensilado de maiz, con el objetivo
determinar el efecto de agregar la bacteria lactobacillus buchneri en el proceso de
fermentacion y la estabilidad aerébica del ensilaje de maiz, el experimento se realizd
con maiz (variedad Matilda), se corté al final de la etapa de madurez de la masa, el
forraje verde se corté en paja de 20mm de largo y se ensilaron en mini silos de
laboratorio de 5 litros. Los tratamientos consistieron en ensilados sin y con aditivos
(Lactobacillus buchneri), el inoculante se aplic6 a 0,5 g/kg y cada variante de ensilado
se realizd en 5 repeticiones. La calidad de ensilado se evalu6 después de 42 dias. Los
resultados encontrados de la concentracién de acido acético 12,2 g/kg MS para el
tratamiento de ensilado de maiz sin aditivo y 41,7 g/kg MS para el tratamiento de
ensilado de maiz con aditivo lactobacillus buchneri, habiendo diferencias
significativas para la concentracion de acido acético, no se encontrd la concentracién
de &cido propidnico y butirico. Llegaron a la conclusion que el uso de Lactobacillus

buchneri como aditivo aumenta la concentracién de acido acético.



Dinic et al., (2003) realizaron estudio titulado influencia de la fase de desarrollo y el
nivel de materia seca sobre la calidad y valor nutritivo del ensilado de Dactylis
glomerata, con el objetivo de obtener forraje de alta calidad en relacion con el
contenido de nutrientes y proporcionar ensilajes estables y de alta calidad con la
menor presencia posible de sustancias desfavorables, el experimento fue de 2x2 con
tres repeticiones donde el factor A es la fase de crecimiento y fase floracion y el factor
B es el forraje fresco y marchitado de Dactylis glomerata, se ensilaron en silos de
laboratorio de 5 litros durante 100 dias, se determinaron la concentracion de acético,
butirico por cromatografia de gases. Los resultados obtenidos para la fase de
crecimiento la concentracion de cido acético y butirico en forraje fresco fue 30,2 y
38, 9 g/kg MS, ensilado marchitado 17,9 y 4,2 g/kg MS, y en la fase de floracion la
concentracion de acido acético y butirico 19,0 y 7,0 g/kg MS, forraje marchito 12,3y
4,1 g/lkg MS. Llegaron a la conclusion de que el marchitamiento del forraje disminuye
la concentracion de &cidos grasos especificamente del acido butirico.

Tyrolava y Vyborna (2006) realizo estudios del efecto de los aditivos sobre las
caracteristicas fermentativas del ensilado, con el objetivo examinar los cambios en
las propiedades de las hojas y el tallo de las hierbas de alfalfa, los ensayos se
realizaron con cuatro variantes diferentes de ensilaje de alfalfa, TO: grupo control (C)
ensilaje sin aditivo, T1: se us6 inoculante bacteriano (1 g/Tm) que contenia bacterias
de &cido lactico homo y heterofermentativo (L. rhamnosus, L. plantarum, L. brevis,
L. buchneri, P. acidilactici), T2: Se us6 el aditivo quimico que contiene acido formico
y propiénico, T3: se ensilo en una cantidad de 5 I/Tm. El inoculante bacteriano con
el &cido benzoico en la cantidad de 288 g./Tm, todos los aditivos se aplicaron al
forraje troceado de alfalfa en el momento del ensilado, el forraje picado se envaso en
bolsas de polietileno una cantidad de 500 g y almacenados en un ambiente de 18-
20°C y después de 7 semanas las bolsas se abrieron y analizados. Los resultados
encontrados de la concentracion de &cido acético y propionico para el tratamiento TO
fue 11,4y 2,9 g/kg MS; T1: 12,2y 1,0 g/kg MS, T2: 8,4y 1,9 g/kg MS; T3: 1,43 y
0,16 g/kg MS respectivamente. Llegaron a la conclusion de que los tratamientos



tratados con inoculante que contenia L. buchner aumentaron (P<0,05) la
concentracion de acido acético en comparacion con el ensilaje con el aditivo quimico,

ademas todos los aditivos mejoraron la calidad del ensilaje de alfalfa.

Rajcakova y Mlynar (2008) realizaron el estudio sobre el control de procesos de
fermentacion por aditivos quimicos en el ensilado de alfalfa con bajo contenido de
materia seca, con el objetivo detectar el efecto de la aplicacion de aditivos quimicos
ensiladoras en la calidad del proceso de fermentacion en la alfalfa a bajo nivel de
materia seca. Para el experimento se cortd la alfalfa en la etapa de germinacion y se
marchito hasta 23-27 %MS luego se pica y ensilados en condiciones de laboratorio
1,7 L. Se crearon tres variantes de ensilaje, TO: ensilaje control, T1: contenia 24,4 %
de nitruro de sodio y 16,3 % de hexametilentetramina (3,5 L/t), T2: contenia 42,5 %
de acido férmico; 30,3 % de formiato de amonio y 10,0% de &cido propionico (4 L/t),
cada tratamiento consistié en seis repeticiones, se colocaron en habitaciones de 21-
10°C, se evalud después de 105 dias de fermentacion. Los resultados encontrados de
ensilado de alfalfa después de 24 horas de marchitado fueron los siguientes para la
concentracion de acido acético To: 19,68; T1: 18,57 y T2: 11,78 g/kg MS, acido
propidnico To: 11,89; T1: 0,92 y T2: 2,49 g/kg MS y acido butirico To: 58,70; T1:
1,42 y T2: 2,27 g/kg MS, 48 horas de marchitado la concentracion de &cido acetico
To: 34,13; T1: 19,40 y T2: 12,49 g/kg MS, &cido propidnico To: 2,04; T1: 0,42y T2:
1,13 g/kg MS y acido butirico To: 28,53; T1: 0,24 y T2: 0,07 g/kg MS. Llegaron a la
conclusién de que el uso de aditivos quimicos en proceso de ensilado disminuyd
estadisticamente de manera muy significativa el contenido de acido acético,

propiénico y butirico en ensilajes.

Pyrochta et al., (2006) realizaron el estudio sobre el efecto de diferentes dosis de urea
sobre las caracteristicas de fermentacion de ensilado, con el objetivo de evaluar los
efectos de las dosis diferenciadas de urea sobre los parametros de fermentacion del
ensilaje de maiz sobre la base de una comparacion con el control no tratado, el

experimento se trabajé con tres tratamientos diferentes: control, variante 1 tratada con



2,5 kg/t de urea, variante 2 tratada con 5 kg/t de urea. Donde la materia seca del maiz
fresco fue de 265,2 g/kg. El resultado de la concentracion de acido acético fue menor
y los valores correspondientes fueron solo 211 g/kg MS y 106 g/kg MS
respectivamente esto significa que una dosis mas baja de urea (es decir 2,5 kg/t)
resultaron en una inhibicion de la produccién de acido acético y sintesis estimulada
de &cido lactico. Llegaron a la conclusion que ambas dosis de urea (es decir 2,5 kg/t
y 5 kg/t) aumentaron la produccion de acido lactico y acidos totales y en parte

inhibieron la produccién de acido acético.

Mier (2009) en su trabajo de investigacion titulado caracterizacion del valor nutritivo
y estabilidad aerdbica de ensilados en forma de microsilos para maiz forrajero, Con
el objetivo de evaluar la efectividad de la mezcla de bacterias méas urea en la calidad
y estabilidad aerdbica de ensilaje de maiz forrajero, el experimento se realizé con
muestras de maiz, donde los tratamientos fueron T1: ensilado de maiz, T2: ensilado
de maiz (99,3%) + urea (0,7%) + aditivo microbiano (0,15%), las concentraciones de
acidos graso volatiles se evaluaron a los 90 dias, la informacion fue procesada bajo
un disefio completamente al azar con dos factores con tres repeticiones para cada
tiempo y tratamiento. Los resultados obtenidos de los &cidos grasos a 90 dias de
exposicion, encontrando la concentracion de la produccion de &cido acético 0,7 + 0,03
g/kg MS; butirico 0,7 £ 0,03 g/kg MS y propionico 0,3 £ 0,03 g/kg MS para T1, y la
concentracion de la produccion de acido acético de 1,17 £ 0,7 g/kg MS, butirico 0,37
+ 0,04 g/lkg MS, propidnico 0,37 + 0,04 g/kg MS para T2 habiendo diferencias
significativas en la produccion de &cido acético y no existiendo en los demas acidos.
Llegé a la conclusién que ninguno de los aditivos mejoré sustancialmente los

parametros fermentativos en el ensilaje de maiz en comparacién con el testigo.

Ojeda et al., (1992) realizaron el estudio titulado efecto de diferentes proporciones de
dolichos (lablab purpureus CV. ronga) sobre la calidad fermentativa de tres
gramineas tropicales. Evaluacion sin conservante, con el objetivo de evaluar como

influye la inclusién del dolichos sobre la calidad fermentativa de los ensilajes de
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hierba de guinea cv. Likoni, bermuda 68 y Taiwan A-144, se estudiaron los siguientes
tratamientos; A) gramineas 100%; B) leguminosas 100%; C) leguminosa + graminea
20-80% y D) leguminosa + graminea 40-60%. Como unidades experimentales se
utilizaron microsilos de 400 g de capacidad, con tres réplicas por tratamiento y
tiempos de apertura a los 60 dias. Los indicadores medidos fueron: los AGV. Los
resultados de la concentracion de &cido acético 11,83; 7,55 y 1,47 g/lkg MS;
propiénico 0,32; 0,72 y 0,21 g/kg MS; butirico 10,02; 6,43 y 5,32 g/kg MS para los
tratamientos Likoni, bermuda 68 y Taiwan A-144 respectivamente. Concluyeron que
la incorporacién del dolichos beneficid la calidad fermentativa de los ensilajes y los

mejores resultados se obtuvieron cuando la leguminosa fue incluida al 40%.

Ariaza et al., (2015) realizaron el estudio calidad fermentativa y nutricional de
ensilados maiz complementados con manzana y melaza, con el objetivo de evaluar la
adicién de manzana de desecho y melaza sobre la calidad fermentativa del ensilado
de maiz, para el ensayo se utiliz cuatro combinaciones de maiz y manzana (100-0,
75-25, 50-50, 25-75) y tres niveles de melaza (0, 5 y 10 %) para obtener 12
tratamientos. Los resultados de la concentracién de é&cidos grasos volatiles
mantuvieron en rangos aceptables (acético de 0,4 a 7,3 g/kg MS, propionico de 0,2 a
7,0 g/kg MS y butirico de 0,0 a 5,8 g/lkg MS). Llegaron a la conclusién que las
concentraciones de acidos grasos volatiles incrementaron con la melaza y

reduciéndose con la manzana frente al ensilado control.

Bores et al., (1983) realizaron el estudio titulado caracteristicas del ensilaje de pasto
taiwan adicionando diversas fuentes de nitrégeno, con el objetivo de estudiar las
caracteristicas fermentativas de ensilado pasto taiwa (Pennisetum purpureum
variedad 144), el experimento se realiz6 en 25 mini silos distribuidas en 5
tratamientos: a) silo control; b) adiccion de 0,5% de urea; ¢) 1,0% de urea. Obtuvieron
los siguientes resultados de la concentracion de acido acético (19,6; 25,8; 43,5 % g/kg
MS), propionico (0; 3,5; 2,1; g/kg MS) y butirico (0; 2,0; 13,7; g/kg MS)
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respectivamente. Llegaron a la conclusién de que el uso de urea aumenta la

concentracion de acido acético y butirico.
2.2 Bases tedricas

2.2.1 Cebada (Hordeum vulgare L.)

Sanchez (2002) menciona que la cebada (Hordeum vulgare L.), es la que se utiliza
basicamente como forraje, que actualmente es empleada en paises desarrollados
en un 75% a 80% de su produccion para la alimentacion animal y entre un 20% y
25% para la elaboracion de malta. Se caracteriza por tener un grano mediano
amarillo, espiga compacta, su ciclo vegetativo varia entre los 150 dias, es usada
tierna como forraje y en seco para la industria cervecera. La cebada es una planta
de la familia de las Poéaceas que tiene gran importancia para el consumo humano
y animal. Es un cereal de invierno con caracteristicas productivas muy similares al

trigo.

2.2.2 Silaje

El ensilado es un proceso de conservacion de forrajes en estado himedo mediante
fermentacion que conduce a la acidificacion, en unos reservorios especiales
denominados silos, al abrigo del aire, la luz y la humedad exterior. Los forrajes se
conservan con un minimo de pérdidas de materia seca y de nutrientes, manteniendo

una buena palatabilidad por el ganado (Mier, 2009)

El silaje es el alimento para los animales resultantes de la preservacion anaerdbica
de forraje o residuos forrajeras por acidificacion. El ensilaje es el proceso o método
de conservacion de forraje cuya finalidad principal es la preservacion del material

con minima perdida de nutrientes (Cardenas et al., 2004).

El ensilado es el producto obtenido del proceso fermentativo de algin cultivo.

Durante tal proceso y bajo condiciones anaerobias, ocurren una serie de cambios
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quimicos y bioguimicos destacandose la fermentacion parcial de los carbohidratos
solubles presentes en vegetales ricos en humedad, disminucion y estabilidad del pH,
logrando minimizar las pérdidas de nutrientes y la conservacion del producto por

largos periodos (Macias, 2011).

El silaje es un método de conservacion de forrajes en el que se inhibe el crecimiento
de microorganismos degradadores de la materia organica, preservados con &cidos,
sean estos agregados o producidos en un proceso de fermentacion natural, llevado a
un deposito de dimensiones y forma variable denominado silo, en el que se dispone
en capas uniformes eliminando el aire mediante compresion y cubriéndolo
finalmente (Mier, 2009).

2.2.3 Levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae)

Las levaduras son hongos microscopicos, es decir, organismos unicelulares del reino
vegetal, que suelen medir de 5 a 10 micras, se consideran como organismos
facultativos anaerobicos, lo cual significa que pueden sobrevivir y crecer con o sin
oxigeno. La propagacion de las levaduras se da por un proceso denominado

metabolismo oxidativo (Llamas, 2008)

La Saccharomyces cerevisiae, es una levadura heterotrofa, que obtiene la energia a
partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad fermentativa, constituye una valiosa
fuente de proteinas y vitaminas para la alimentacién animal, esta levadura es una de
las especies considerada como microorganismo GRAS, por lo que ha sido aprobada
para su uso como aditivo alimentario (Suarez et al., 2017).

La levadura son hongos unicelulares que se utilizado durante siglos para la obtencion
de vino, cerveza o el pan. Todas metabolizan azucares como la glucosa, fructosa y
manosa, pero algunas son capaces de hacerlo en condiciones anaerobias, como la
produccion de alcohol y anhidrido carbénico, en el proceso conocido como

fermentacién (Martin, 2005).
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La levadura (Saccharomyces cerevisiae) constituye una valiosa fuente de proteina y
vitamina para la alimentacién animal. Son uno de los grupos méas importantes de
microfloras responsables de iniciar el deterioro aerébico durante el ensilaje. Su
crecimiento puede ser controlado por el nivel de pH, la anaerobiosis y las
concentraciones de acidos organicos (Oladosu et al., 2016). Su uso como probidtico
en el ensilado modifica el proceso fermentativo favoreciendo la anaerobiosis y
estimulando el crecimiento de microorganismos (Suarez y Guevara, 2017),
mejorando la calidad nutritiva y fermentativa, al mismo tiempo disminuyendo los

riesgos en el proceso de ensilado.

2.2.3.1 Caracteristicas de levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae)

Saccharomyces cerevisiae se caracteriza por ser un organismo unicelular
eucariota, pertenece a la familia de los quimiorganétrofos, es una bacteria
anaerobica facultativa, se alimenta de glucosa y otros carbohidratos y Produce una

toxina proteica que inhibe el crecimiento de otras levaduras (Harwell, 1974).

Saccharomyces cerevisiae es un microbio unicelular eucariota, de forma globular,
verde amarillento. Es quimiorgandétrofos, ya que requiere de compuestos organicos
como fuente de energia y no requiere de luz solar para crecer. Esta levadura es
capaz de utilizar diferentes azucares, siendo la glucosa la fuente de carbono

preferida (Kovacevi, 2015)

S. cerevisiae es anaerobio facultativo, ya que es capaz de crecer en condiciones de
deficiencia de oxigeno. Durante esta condicion ambiental, la glucosa es convertida
en diferentes intermediarios como etanol, CO> y glicerol, es el medio ampliamente
utilizado por la industria para fermentar los azucares presentes en diferentes granos

como trigo, cebada y maiz (Saito et al., 2004).
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2.2.3.2 Importancia de levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae).

Durante los ultimos 100 afios la levadura fue importante en la alimentacion de
animales por su alto contenido de proteina, aumentar ganancia de peso y mejorar
la produccion animal, el cual esté siendo suministrado al ganado en forma de una
masa fermentada producida en el rancho, subproductos de levaduras de cerveceria
0 destileria, o productos comerciales elaborados a base de levaduras

especificamente para la alimentacion animal (Llamas, 2008)

Saccharomyces cerevisiae se utilizan en la nutricion animal como fuente de
proteinas. Sin embargo, como resultado de las mejoras biotecnoldgicas en los
ultimos afos, el cultivo de levadura viva también se usan como un aditivo

alimenticio para aumentar la produccion animal (Biricik et al., 2001)

Documentos recientes indican que el uso de levadura pan como aditivo en ensilado
mejora el valor proteico de forrajes con baja contenido de proteinas, favorece el
proceso de anaerobiosis de los silos, posee la capacidad degradativo de la fibra,
digestion de la celulosa y puede alterar los patrones de produccion de acidos grasos

volatiles (Suérez et al., 2017).

2.2.3.3 Composicién quimica de levadura de pan (Saccharomyces cerevisiae)

La composicion quimica de la levadura esta constituida generalmente vitaminas
del complejo B, minerales, es una buena fuente de proteina y de aminoacidos.
Aproximadamente el 40% del peso de la levadura seca consiste en proteina. La
calidad de la proteina de la levadura es excelente, tratdindose de una proteina de
origen vegetal, y su calidad es equivalente a la soya, pues ambas son ricas en lisina
(Llamas, 2008).

Se ha aseverado que la levadura S. cerevisiae, alcanza valores de materia seca
(MS) de 18-20 % y un contenido de proteina bruta (PB) de 32-36 % sobre base

seca, proteina verdadera es de 0,20 % (Suéarez et al., 2017).
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2.2.4 Proceso de ensilado

Es un proceso de fermentacion lactica en condiciones anaerdbicas, donde las
bacterias lacticas epifitas fermentan los hidratos de carbono del forraje a acido
lactico y, en menor medida, a acido acético. Debido a su ambiente anaerdbico, el
oxigeno es perjudicial para el proceso, porque habilita la accion de microorganismos
aerobios que degradan el forraje ensilado hasta CO2 y H2O. Con la presencia de
acidos lacticos y aceéticos, el pH del material ensilado disminuye e inhibe los

microorganismos indeseables (Rojas, 2018)

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, para producir un
ensilaje de buena calidad es esencial asegurar que se produzca una buena

fermentacion microbiana en el ensilado (Stefanie et al., 2001).

La fermentacion de ensilados es un proceso anaerobiosis para ello primero se realiza
el corte del forraje, aquel forraje cortado puede ser pre marchitarse o llevarlo
directamente a ensilar. Es muy importante durante la confeccion, que el forraje sea
bien compactado con el fin de evitar la entrada de aire y minimizar pérdidas de
nutrientes (Palomino et al., 2004).

Mediante el proceso de fermentacion de los ensilados ocurre el descenso rapido del
pH del producto mediante la fermentacion lactica y mantencion de las condiciones
anaerobias (Flores, 2004). Por tanto, los cambios bioquimicos del producto a ensilar
empiezan desde el corte del forraje y los cuales pueden ser descritos en las siguientes
fases: Fase aerdbica, Fase anaerobia, Fase estable y Fase de alimentacion o vaciado
(Sanchez, 2002).

2.2.4.1 Fase aerobia.

Luego del picado y ensilado, las células del vegetal contintan respirando hasta que

consumen todo el oxigeno del aire presente en la masa ensilada. Durante esta etapa,
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gran parte de los carbohidratos no estructurales, en especial el almidén, son
transformados en azlcares simples (glucosa y fructosa). Posteriormente, estas
sustancias son utilizadas por los M.O. que se encuentran en la superficie del vegetal

(bacterias, mohos, levaduras), generando acidos grasas volatiles (Fernandez, 1999)

Se inicia luego del corte del cultivo suspendiéndose la fotosintesis; sin embargo,
continda la respiracion de las células vegetales y las enzimas de las plantas se
encuentran activas hasta agotarse el oxigeno. Durante esta fase; las enzimas
degradan los componentes del cultivo provocando pérdidas de materia seca, energia
metabolizable y carbohidratos solubles siendo estos ultimos requeridos por las
bacterias lacticas para la fermentacion. También se produce protedlisis enzimatica
que, en casos de tener exceso de oxigeno, puede provocarse una extensa degradacion
proteica, una elevacion de temperatura y el desarrollo de microorganismos aerobicos
(levaduras y mohos), llevando a disminuir la digestibilidad y a ejercer efectos
negativos en la estabilidad aerobica del ensilaje una vez abierto (Sanchez, 2002).

Es inevitable la fase de respiracion y la degradacion de sus nutrientes, pero
minimizar este tiempo se lo puede lograr alcanzando mejores labores de cosecha, el
reducir el tamafio de particula alcanzando un grado alto de compactacién y sellado,
para asi alcanzar la maxima calidad del producto (Flores, 2004).

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 6,5-6,0
(Molina et al., 2004)

2.2.4.2 Fase anaerobia

Esta fase se inicia cuando se ha agotado el oxigeno produciendo la fermentacion

propiamente tal, con el crecimiento inicial de coliformes, los cuales producen acidos
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orgéanicos, alcohol y gas carboénico. De tal manera, disminuye el pH provocando el
incremento de microorganismos como son las bacterias lacticas siendo las
homofermentativas las mas deseables, cuya produccion de &cido lactico conlleva a
la rapida caida del pH asegurando asi el éxito del proceso. Esta fase continua hasta
cuando el pH sea lo suficientemente bajo para inhibir el crecimiento potencial de
microorganismos, estabilizando el proceso, lo cual puede ser alcanzado de 10 a 21
dias (Sanchez, 2002).

Se inicia al producirse un ambiente anaerobio. 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 proliferara y se convertira en la poblacion predominante. Debido
a la produccién de acido lactico y otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,0
(Molina et al., 2004).

En esta fase las bacterias aerébicas mueren y dan paso al desarrollo de las bacterias
anaerdbicas. Por lo general en condiciones normales puede durar de dias a semanas
y esto dependera principalmente de las caracteristicas que tenga el material ensilado
y de las condiciones ambientales en el momento del ensilaje. Si hay éxito y se
desarrolla la fermentacion, la actividad las bacterias epifitas de &cido lactico
proliferara y se volveran la poblacion que predominara. Gracias a la produccion de

acido lactico y otros acidos, el pH disminuira entre 3,8 — 5,0 (Martinez, 2019).

2.2.4.3 Fase Estable

En esta fase la fermentacion debido a la falta de azucares se detiene y los valores
del pH se mantienen constantes, gracias a las condiciones anaerdbicas creadas
(Martinez, 2019).

Una vez que la fase de fermentacion se ha completado, el ensilaje luego entra en
una fase de estabilidad anaerébica. A condicidn que el oxigeno este excluido, habra

poco o ningun cambio en el producto conservado. (Kaiser et al., 2004).
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La mayoria de los microorganismos de la fase 2 lentamente reducen su presencia.
Algunos microorganismos acidofilos sobreviven este periodo en estado inactivo;
otros, como clostridios y bacilos, sobreviven como esporas. S6lo algunas proteasas
y carbohidrasas, y microorganismos especializados, como Lactobacillus buchneri
que toleran ambientes acidos, continlan activos, pero a menor ritmo. Si el

ambiente se mantiene sin aire ocurren pocos cambios (Molina et al., 2004).

Mientras se mantenga el ambiente sin oxigeno, ocurren pocos cambios Yy
lentamente los microorganismos de la fase fermentativa reducen su presencia.
Algunos microorganismos aciddfilos sobreviven en este periodo en estado

inactivo; aunque clostridios y bacilos sobreviven como esporas (Rojas, 2018).

2.2.4.4 Fase de vaciado o Apertura del silo.

En esta fase el ensilaje esté listo para ser suministrado a los animales, pero una vez
que el silo es abierto para suministro del mismo, hay capas que quedaran expuestas
al oxigeno, y los hongos y levaduras que son microorganismos aerdbicos se
desarrollaran e iniciaran a consumir la materia seca (&cido lactico, azucares y otras
sustancias), generando no solo un aumento de la temperatura sino también altas
perdidas (Martinez, 2019).

Esta fase se la denomina también como fase de deterioro aerébico y se inicia con
la apertura del silo al ser nuevamente expuesto al oxigeno; se originan pérdidas
consideradas del material, pero las magnitudes de aquellas van a depender de las
fases anteriores (Sanchez, 2002).

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. 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 aumenta el valor

del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa de deterioro; en ella se constata
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un aumento de la temperatura y la actividad de microorganismos que deterioran el
ensilaje, los bacilos. La Ultima etapa también incluye la actividad de otros
microorganismos aerobios, también facultativos, como mohos y enterobacterias
(Molina et al., 2004).

2.2.5 Acidos grasos volatiles en ensilado.

Los acidos grasos consisten en dos cadenas de atomos de carbono que varian de
entre 2 a 24 unidades o mas de longitud; en el extremo de cada cadena hay un grupo
carboxilo. La estructura general es RCOOH, donde R es una cadena de carbono de
longitud variable (Pond y Church, 2010).

Los acidos grasos volatiles (AGV) son generados en las distintas fermentaciones
que se llevan a cabo durante el proceso del ensilaje, la presencia o ausencia de

algunos pueden determinar la calidad del material ensilado (Guardian, 2019).

El contenido de AGV en el material ensilado varia en funcién del nivel de MS del
cultivo. Los principales factores que afectan la concentracion de acido grasos son el
contenido de carbohidratos solubles presentes y la capacidad amortiguadora que
posea. La presencia de &cidos butirico, propiénico, son producto de fermentaciones
indeseables y deberian ser nulas en ensilajes de buena calidad (Rojas, 2018).

Los acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato) son los productos
finales de la fermentacion microbiana anaerdbica de los carbohidratos no
estructurales, en especial el almiddn, son transformados en azlcares simples
(glucosa y fructosa). Posteriormente, estas sustancias son utilizadas por los M.O.
que se encuentran en la superficie del vegetal (bacterias, mohos, levaduras),

generando acidos grasas volatiles (Fernandez, 1999).

Los acidos grasos volatiles (AGV) son indicadores de la calidad fermentativa del
ensilado, son generados en las distintas fermentaciones que se llevan a cabo durante

el proceso del ensilaje, la presencia o ausencia de algunos pueden determinar la
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calidad fermentativa del material ensilado (Guardian, 2019). La presencia de &cidos
butirico, propidnico, son producto de fermentaciones indeseables y deberian ser
nulas en ensilajes de buena calidad (Rojas, 2018). En ensilado de buena calidad los
contenidos de acidos grasos volatiles son aceptables cuando no superan los rangos
porcentuales, acético < 2% MS (Fernandez et al., 1999), propionico < 0,1%MS y
butirico de 0-1% MS (Kaiser et al., 2004). Cuando éstos se presentan en altas
cantidades en ensilados son indicadores de pobre fermentacion (Cafieque y Sanchez,
1998), transformando en un producto no palatable, aunque el contenido de la energia
metabolizable y proteina cruda sean altos, logrando como resultado disminucion de

consumo Yy baja produccion en aquellos ensilajes con mala fermentacion.

Los acidos grasos volatiles se generan por la fermentacion de los carbohidratos por
accion de bacterias aerobicos facultativos en el ensilado. (Elferink et al., 1997).
Cuando éstos se presentan en altas cantidades en ensilados son indicadores de pobre
fermentacion (Cafieque y Sanchez, 1998). Su estudio se hace mas relevante de
manera individual de los 3 acidos grasos volatiles teniendo como los mas
representativo: Acético, Butirico, y Propionico, realizando a continuacién su

descripcion de manera individual:

2.2.5.1 Produccién de acido acético

La concentracion del acido acético afecta la palatabilidad del conservado, un alto
contenido disminuye la palatabilidad del ensilaje y se lo considera mayor inhibidor
de levaduras y mejor estabilizante aerobico que el &cido lactico. Es un constituyente
normal del ensilaje que procede de las fermentaciones producidas por las bacterias
coliformes, butiricas y lacticas heterofermentativas. Los valores son aceptables de 2
a 3% en base a la MS (Contreras et al., 2009).

La concentracion de acido acético en ensilaje para que sea catalogado agradable y

de buenas caracteristicas, debe alcanzar un rango porcentual de menores de 2%
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(Fernandez, 1999), se considera como excelente y valores por encima del 6% se
estima como muy malo (Rojas, 2018).

El acido acético deben estar ausentes o en cantidades despreciables, ya que son el
resultado de fermentaciones no deseables inducidas por la presencia de bacterias
coliformes que transforman el &cido lactico en acido acético y de gérmenes butiricos
(Guardian, 2019)

2.2.5.2 Produccion de acido propidnico

Es de menor interés que los dos anteriores al encontrarse, por lo general, en menor
proporcion en los ensilados (0,1 a 2 g/kg de MS). Su presencia es indicadora de la
degradacion que han sufrido los compuestos nitrogenados, siendo valores cercanos

a0,0a0,1 % los que indican de buena calidad (Fernandez, 1999).

La actividad metabdlica fermenta sobre los hidratos de carbono conducen a la
formacion de acidos organicos como el propionico. Un ensilado bien hecho posee

la mayor proporcion poco de propionico (Guardian, 2019).

2.2.5.3 Produccién de acido butirico

Producido por las bacterias butiricas es un buen indicador, tanto de calidad del
producto conservado como de su estabilidad anaerobia. Este acido puede ser
producido bajo condiciones anaerobias debido a una variedad de factores, entre ellos
los que se incluyen: la alta contaminacion con suelo, baja tasa de fermentacion, la
baja cantidad de materia seca. Lo ideal es que no aparezca en los analisis 0 sélo
trazas del mismo (0 — 0,1% en base a MS) (Kaiser et al., 2004), >0.1% (Durango et
al., 2015; Fernandez, 1999), dando un buen indicador de un producto de buena

calidad.

La concentracion de &cido butirico en ensilaje para que sea catalogado agradable y
de buenas caracteristicas, debe alcanzar un rango porcentual de concentraciones

inferiores de 0,1%, y muy malas en concentraciones superiores a 2% (Rojas, 2018).
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El &cido butirico deben estar ausentes o en cantidades despreciables, ya que son el
resultado de fermentaciones no deseables inducidas por la presencia de bacterias
coliformes que transforman el acido lactico en acido acético y de gérmenes butiricos
(Guardian, 2019).

2.3 Definicion de términos

Anaerobiosis

Es la capacidad que poseen algunos organismos, como hongos, bacterias, parasitos,
etc., para vivir sin oxigeno molecular libre: anaerobiosis es sinbnimo de vida en

ausencia de oxigeno libre (Litterio Birki y Lopardo, 2010).
Bacteria facultativa

Las bacterias facultativas son bacterias que pueden desarrollarse tanto en presencia
como en ausencia de oxigeno, por lo que también se las llama aerobias facultativas o
anaerobias facultativas. Pueden desarrollar un metabolismo respiratorio, usando el
oxigeno presente; o fermentativo, en ausencia de oxigeno (Litterio Birki y Lopardo,
2010).

Carbohidratos

Los carbohidratos conforman la mayor parte de la materia organica del planeta,
sirviendo como reserva de energia, combustible e intermediario metabdlico,
componente de los acidos nucleicos elementos estructurales en paredes celulares de

bacterias, plantas y exoesqueletos de artropodos (Osorio, 2003).
Cromatografia de gases

En cromatografia de gases es una técnica de separacién de compuestos volatiles y
semivolatiles de una muestra. La muestra se inyecta en la cabeza de una columna

cromatografia. La elucion se produce por el flujo de una fase movil que es un gas
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inerte, y a diferencia de la mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no
interacciona con las moléculas del analito; su Unica funcién es la de transportar el

analito a través de la columna (Gutiérrez y Droguet, 2002).
Ensilado

El ensilaje es un método de conservacion de forrajes en el que se inhibe el crecimiento
de microorganismos degradadores de la materia organica, preservados con acidos,
sean estos agregados o producidos en un proceso de fermentacion natural, llevado a
un depdsito de dimensiones y forma variable denominado silo, en el que se dispone
en capas uniformes eliminando el aire mediante compresion y cubriéndolo
finalmente. El ensilado es un método de conservacion de forrajes u otros alimentos
con elevado contenido en humedad, al abrigo del aire, la luz y la humedad exterior
mediante acidificacion, que impide la continuidad de la vida vegetal y la actividad
microbiana indeseable. Esta acidificacién, medible en forma de pH (a menor pH, méas
acidez), se consigue mediante fermentaciones que tienen lugar en el forraje segado

(Argamenteria et al., 1997).
Forraje

Son gramineas o leguminosas cosechadas para ser suministradas como alimento para
los animales domésticos herbivoros, sea verde, seco o procesado (heno, ensilaje,
rastrojo, sacharina, amonificacion). Toda especie vegetal silvestre, o cultivada que es
consumida por los animales domésticos herbivoros, siendo capaz esta de mantener
los procesos vitales y de producciéon Los cultivos forrajeros son especies que se
establecen con el objetivo de alimentar al ganado, los granos de algunos de estas
especies pueden ser utilizados para el consumo del ser humano (ejemplo: el sorgo,
maiz, cafia de azlcar; entre otros) pero la mayoria de estas variedades se establecen

exclusivamente para alimentar al ganado (Ramos et al., 2012).
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Fermentacion anaerdbica

Es un proceso catabolico de oxidacién incompleta, que no requiere oxigeno, y el

producto final es un compuesto organico (Anrique G. y Paz Viveros, 2002).
Levadura

Se denomina levadura o fermento a cualquiera de los diversos organismos eucariotas,
clasificados como hongos, ya se ascomicetos o basidiomicetos microscopicos, con
forma unicelular predominante en su ciclo de vida, generalmente caracterizados por
dividirse asexualmente por gemacion o fision binaria y por tener estados sexuales que

no estan adjuntos a un esporocarpo (Suéres y Guevara, 2017).
Metabolismo

Conjunto de transformaciones materiales que se efectian constantemente en las

células de los organismos vivos (Avalos y Pérez, 2009).
2.4 Hipotesis

Ha = Existe efecto significativo de los diferentes niveles de levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) y tiempos de fermentacion sobre la concentracion
de acidos grasos volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).

Ho = No existe efectos significativo de los diferentes niveles de levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) y tiempos de fermentacién sobre la concentracion

de &cidos grasos volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).
2.5 Variables

2.5.1 Variable independiente

— Niveles de Levadura (Saccharomyces cerevisiae)

— Tiempos de fermentacion
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2.5.2 Variable dependiente

Concentracion de acido grasos volatiles (AGV)
— Concentracion de acido acético
— Concentracion de &cido propidnico
— Concentracidn de &cido butirico
2.6 Operacionalizacion de variables

Cuadro 1. Operacionalizacion de variables

Variable Indicador Escala
Variable dependiente )
Concentracion de acidos Acido acético, propionico, Ghnitiait
grasos volatiles butirico. (g/kg MS)
Variable independiente
Niveles de levadura (L) 0;0,5;1y 1,5 (%) Continuos
Tiempos de fermentacion (T) 6, 12 y 24 (Dias) Discretas
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CAPITULO IlI
METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1 Ambito temporal y espacial
3.1.1 Ambito temporal

El analisis de muestras y procesamientos de datos del presente trabajo de

investigacion se realizaron entre los meses de agosto a diciembre del afio 2019.

3.1.2 Ambito espacial

El Ambito espacial del anélisis de muestras y procesamiento de datos del presente
trabajo de investigacion se realizo en el area de cromatografia de gases de las
instalaciones del Laboratorio de Nutricion Animal y Evaluacion de Alimentos-
LUNEA, de la Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias de Ingenieria

de la Universidad Nacional de Huancavelica.

El forraje verde de cebada fue recolectada a los 120 dias de edad, con maduracién
fisiologica de la semilla de grano lechoso — pastoso, del centro poblado de
Antaccocha ubicado a una altitud de 3795 msnm, con 8 a 15 °C de temperatura

promedio anual.
3.2 Tipo investigacion.

Segun la finalidad, es una investigacion aplicada porgque usan conceptos de variables
para generar nuevos conocimientos, con el fin primordial de guiar a la toma de

decisiones (Carrasco, 2005).
3.3 Nivel de investigacion.
El nivel de investigacion es explicativo porque tiene la finalidad de explicar el

comportamiento de una variable en funcion a otra variable. Se centra en explicar por
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qué ocurre un fendmeno y en qué condiciones se da este 0 porque dos 0 mas variables

estan relacionadas (causa - efecto) (Carrasco, 2005).
3.4 Metodo de investigacion.

Segun su finalidad el método de investigacion es el método cientifico, donde los
principales métodos que se utilizaran en la investigacion sera analisis, sintesis y
inductivo. Por qué los resultados se obtienes de acuerdo a una secuencia logica
(Carrasco, 2005).

3.5 Disefio de investigacion.

El presente estudio presenta el disefio de investigacion experimental transversal,
donde es una situacion de control en la cual se manipula de manera intencional, una
0 mas variables independientes para analizar las consecuencias sobre uno 0 mas

variables dependientes (Carrasco, 2005).
3.6 Poblacion, Muestra, Muestreo.

3.6.1 Poblacion

La poblacién fue constituida por una hectarea (Ha) cebada (Hordeum vulgare L.)
cosechada en a los 120 dias de edad con madurez de la semilla grano lechoso -
pastoso, estado donde posee mayor cantidad de nutrientes por hectarea, fueron

traidos de la comunidad de Antaccocha, distrito y provincia de Huancavelica.

3.6.2 Muestra.

Se utilizaron 5 kilogramos por cada tratamiento haciendo un total de 180 kg de

forraje de cebada.
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3.6.3 Muestreo

La técnica del muestreo fue de caracter no probabilistica tipo intencionada o por
conveniencia mencionado por Lagares y Puerto, (2001). Donde, la poblacion de
cebada como forraje con maduracion fisioldgica de la semilla de grano lechoso —
pastoso tienen la misma probabilidad de aparecer, hasta alcanzar el tamafio de

muestra determinado.
3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1 Técnica

— Observacion experimental (Bernal, 2006).

— Cromatografia de gases (Macias, 2011).

3.7.2 Instrumento

— Para los niveles de levadura y tiempos de fermentacion se utilizé ficha de
registro de observacion.
— Para la concentracion de acidos grasos volatiles se utilizo ficha de registro de

datos de anélisis de cromatografia de gases.
3.8 Procedimiento de recoleccion de datos.

3.8.1 A nivel de campo

Obtencion de muestra

Se trabajé con cebada variedad Centenario, colectadas con plantas de 120 dias de
edad, en estado de madurez fisiologica de la semilla de grano lechoso - pastoso, para

ello se utiliz6 una segadora manual, la muestra fue conformado por 180 kilogramos.
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Procesamiento de muestra

Se preparé ensilado de cebada utilizando toda la planta, que fue cortada en
fragmentos de 2 a 2,5 cm con una picadora mecanica industrial de marca Retsch. La
cebada cortada fue distribuida en proporciones de 5 kg para el acondicionamiento
de los tratamientos. La levadura fue adquirida de casas comerciales, en forma
granulada, esta fue esparcida en niveles de 0; 0,5; 1,0 y 1,5 % sobre la cebada
cortada. El ensilado de cebada fue almacenado en bolsas de polietileno (0,60 x 0,90
m y con espesor de 0,20 mm) con tres repeticiones por cada tratamiento, el material
fue compactado con la ayuda de un baston de madera para facilitar la salida del aire.
Las bolsas fueron cerradas con cintas adhesivas y almacenadas para ser abiertas y
evaluadas a los 6, 12 y 24 dias. Transcurridos estos tiempos, se abrieron los micro-
silos de acuerdo a la arquitectura de los tratamientos, esparciéndose todo sobre una

superficie plastica, descartandose el material descompuesto.

3.8.2 A nivel de laboratorio

Obtencion de muestra

—  Se extrajeron muestras de 30 gramos de ensilaje de cebada de cada

tratamiento.
Procesamiento de muestra

A nivel de laboratorio las muestras de ensilado de cebada fueron procesadas por el
método descrito por Macias (2011), donde se colocaron 30 g de ensilado fresco en
150 ml de agua desionizada, en seguida se conservé durante 16 horas a 4 °C en un
recipiente sellado, se filtré a través de un papel Whatman N° 1, el extracto fue
colocado en tubos de polipropileno y centrifugado a 3000 rpm, por 15 minutos, de
la muestra centrifugada se tomd 4 ml y fue colocado en tubo de polipropileno méas
1 ml de solucién conservante posteriormente se agito esta solucion, en viales de 1

ml se colocé 0,5 ml de solucion (muestra més conservante) y 0,5 ml de agua
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destilada, estas fueron llevados al equipo de cromatografia de gases para su analisis,

los resultados fueron expresados gramos sobre kilogramos en base materia seca.

Se utilizo el equipo cromatografo de gases TRACE™ 1300, equipado con una
columna de 32m x 0.25mm x 0.25um, el flujo de la columna fue de 1.2 mI*min*
utilizando helio como acarreador. La temperatura del inyector fue de 250°C. La
rampa de temperatura del horno se mantuvo 85°C min', posteriormente se aumentd
4°C min! hasta alcanzar 148°C durante 16 minutos y finalmente aument6 35°C min-
! hasta llegar al minuto 23. La temperatura del detector fue de 250°C, con un flujo
del Hz y Aire de 35 y 350 ml por minuto, respectivamente. Se utilizé estandares de
acidos grasos volatiles (acido acético, propiénico y butirico) con un estandar interno

en mezclas de concentracion de 10 a 1000 (mg/L) de cada uno.
3.9 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Se utilizé un disefio completamente al azar, con tres repeticiones por tratamiento,
conducido en arreglo factorial de 4x3, de acuerdo al siguiente modelo: Yix = + Li
+ T; + (LT)ij* eijk.; donde Yijk se refiere a los valores observados de las variables
estudiadas (AGV expresados en g/kg MS); u es la media general esperada de cada
una de las variables, Li determina el i-esimo efecto del nivel de inclusion de la
levadura (i = 0; 0,5; 1,0 y 1,5%); Tj es el efecto j-ésimo de tiempos de fermentacion
(j = 6, 12 y 24 dias); (LT);; informa el efecto de la interaccion entre Li y Tj; Y €ijk
informa el efecto aleatorio residual del experimento. El nivel de significancia
estadistica de las medias de las variables fue considerado como P < 0,05. Las medias
de las variables fueron contrastadas por la prueba de regresién multiple al 1 y 5 %
de probabilidad. Se verificd la normalidad de los residuos mediante la prueba de
Shapiro-Wilks y la homogeneidad de varianzas mediante Test de Levene. Los

andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SAS 9,4.
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CAPITULO IV

PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1 Analisis de informacion

A continuacion, se detalla los resultados del efecto de los diferentes niveles de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) (0; 0,5; 1,0 y 1,5 %) y los tiempos de
fermentacion (6, 12 y 24 dias) y la interaccion de estos factores de estudio sobre la
concentracion de acidos grasos volatiles (g/kg MS) en ensilados de cebada (Hordeum

vulgare L.).

Tabla 1. Anélisis de varianza de la concentracion de acido acético, propiénico y
butirico del ensilado de cebada.

P-valor

Factor de variacion GL Acido Acido Acido

Acético® Propidnico! Butirico!
Levadura (L) 3 0,2298 0,0012 0,0005
Tiempos (T) 2 <,0001 0,0136 0,0170
Interaccion (LXT) 6 0,4994 0,7049 0,0055
Error 24
Total 35
CV(%) 8,07 3,66 2,67
lg/kg MS

Efecto de niveles de levadura (Saccharomyces cerevisiae) sobre la concentracion

de acidos grasos volatiles.

El contenido de acido acetico (AA) no fue significativo (P valor = 0,2298) en funcion
aniveles de levadura en cebada ensilada (Tabla 1). Los valores de AA oscilaron entre
0,00670y 0,0717 g/kg MS (Tabla 2). El andlisis de regresidn no evidenci6 diferencias
significativas del efecto de los niveles de levadura sobre el contenido de AA de la

cebada ensilada, cuya media fue de 0,0691 g/kg MS.
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Tabla 2. Tenores medios y ecuacion de regresion de contenido de acido aceético,
propidnico y butirico en ensilado de cebada en funcion a niveles de

levadura.

: Niveles de levadura (%0) .

Variables Media
0 0,5 1,0 1,5

Acido acético 0,07042 0,06722 0,0670? 0,07172 0,0691
Acido propi6nico 0,0130°  0,0135°° 0,0139®®  0,0143? 0,0137
Acido butirico 0,00980% 0,00965* 0,00886° 0,00933° 0,0094
Variable Ecuacion de regresion R?
Acido acético Y =0,0691 -
Acido propionico Y =0,0131 + 0,0008L 0,4135
Acido butirico Y =0,00979 — 0,00047L 0,2900

abe diferentes superindices dentro de cada fila indican diferencias estadisticas (P < 0,05)
R?= coeficiente de determinacion.

En la Tabla 1 se observa el efecto significativo (P valor = 0,0012) de levadura sobre
el contenido de acido propionico (AP). El ensilado de cebada libre de levadura (0%;
0,0131 g/kg MS) que no difiri6 con el tratamiento con adicién de 0,5 % de levadura
(0,0136 g/kg MS) fue significativamente (P < 0,05) inferior a los tratamientos con
adicion de levadura 1,0 y 1,5 % (Tabla 2). El analisis de varianza de la regresion
reveld el efecto lineal positivo en el contenido de AP de los tratamientos en funcién
a los niveles de levadura, segun la ecuacion de regresion Y = 0,0131 + 0,0008L, por
tanto, en el intervalo de los niveles de levadura se espera un incremento de 0,0008

g/kg MS de AP en ensilado de cebada por cada unidad de incremento de levadura.

Asi mismo se puede observar en la figura 2, el contenido de la concentracion de AP
se incrementa a medida que los niveles de levadura se incrementa en la cebada
ensilada, obteniendo mayor concentracion de AP al adicionar 1,5 % de levadura al

momento de ensilar la cebada.

En la Tabla 1 se observa que los niveles de levadura influyeron significativamente (p
= 0,0005) en los valores del contenido de acido butirico (AB) en cebada ensilada. El
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ensilado de cebada con tratamiento sin levadura (0 %; 0,0098 g/kg MS) que no difirié
del tratamiento con adicion de 0,5 % de levadura (0,0097 g/kg MS) fue
significativamente (P < 0,05) superior a los tratamientos con adicién de levadura 1,0
%y 1,5 % (Tabla 2). El analisis de varianza de la regresion verifico el efecto lineal
negativo (Y =0,00979 — 0,00047L) de los niveles de levadura en el contenido de AB.
Por tanto, en el intervalo de los niveles de levadura se espera una disminucién de
0,00047 g/kg MS de AB en ensilado de cebada por cada unidad de incremento de
niveles de levadura.

Figura 1. Concentracion de acido propiénico (AP) en ensilado de cebada con
diferentes niveles de levadura.

Concentracion de acido propionico (glkg MS)
01425
01400
01375

01350

Medias en g/kg MS

01325

01300

0.0% 0.5% 1.0% 1.5%

Niveles de levadura (%)

El contenido de AB deberia ser nula en ensilado de calidad, la levadura mejoro la
calidad fermentativa de ensilado de cebada como se puede observar en la Figura 3,
donde la concentracion de acido butirico disminuye a medida que se incrementa los

niveles de levadura en ensilado de cebada.
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Figura 2. Concentracion de acido butirico en ensilado de cebada con
diferentes niveles de levadura
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Efecto de tiempos de fermentacion sobre la concentracion de &cidos grasos

volatiles en ensilado de cebada.

Los valores de la concentracion de AA en ensilado de cebada variaron en funcion a
los tiempos de fermentacion (Tabla 1). Los ensilados de 24 dias mostraron
superioridad (P < 0,05) en la concentracién de AA en relacion a 6 y 12 dias de
fermentacion (0,0630 y 0,0682 g/kg MS) (Tabla 3). El analisis de varianza de la
regresion verifico el efecto lineal positivo de los tiempos de fermentacion sobre el
contenido de AA (Tabla 4). Por tanto, en el intervalo de tiempos de fermentacion se
espera un aumento de 0,0007 g/kg MS en el ensilado de cebada por cada dia de

aumento

Asi mismo se puede observar en la figura 4 el incremento de la concentracion de AA

en ensilado de cebada a medida que se incrementa los tiempos de fermentacion.
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Figura 3. Concentracion de &cido acético (AA) en diferentes tiempos de
fermentacion (dias)
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Tabla 3. Tenores medios y ecuacion de regresion de acido acético, propiénico y
butirico en ensilado de cebada en funcién a los tiempos de fermentacion.

Tiempos de fermentacién (dias)

Variables Media
6 12 24

Acido acético 0,0630° 0,0682° 0,07612 0,069
Acido propionico 0,0135P 0,01412 0,0139% 0,014
Acido butirico 0,00986° 0,00947°  0,00953% 0,010

Variable Ecuacion de regresion R?
Acido acético Y =0,059 + 0,0007T 0,4943
Acido propionico Y =0,01309 + 0,00081T 0,4135
Acido butirico Y =0,00979 — 0,00047T 0,2900

abe diferentes superindices dentro de cada fila indican diferencias estadisticas (P < 0,05)
R?= coeficiente de determinacion.

De acuerdo a la Tabla 1 la concentracion de AP en ensilado de cebada vario en funcién a
los tiempos fermentacion (P = 0,01). El ensilado fermentado durante 12 dias (0.0141 g/kg
MS) presentd contenido medio superior al tratamiento fermentado durante 6 dias, pero no

hubo diferencias significativas entre estos tratamientos con respecto a la cebada ensilada
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durante 24 dias (0,0139 g/kg MS) (Tabla 3). El analisis de varianza de la regresion verificd
el efecto lineal positivo de los tiempos de fermentacion sobre el contenido de AP. Por

tanto, se espera un incremento de 0,00081 g/kg MS de AP por cada dia de fermentacion.

Figura 4. Concentracion de acido propidnico (AP) en diferentes tiempos de
fermentacion (dias)
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La concentracion de AB en ensilado de cebada varié (P =0.0170) en funcion a los tiempos
de fermentacion (Tabla 1). La cebada ensilada durante 6 dias (0.00986 g/kg MS) presentd
medias significativamente (P < 0,05) superior con respecto al tratamiento que fue
fermentado durante 12 dias (0,00947 g/kg MS), mientras estas no tuvieron diferencias
significativas con respecto al tratamiento que fue fermentado durante 24 dias (Tabla 3).
El analisis de varianza de la regresion revelo el efecto lineal negativo de los tiempos de
fermentacion sobre el contenido de AB. Por tanto, se espera disminucion de 0,00047 g/kg
MS de butirico por cada dia de fermentacion.

Asi mismo, en la figura 6 se observa que la concentracion de AB en ensilado de cebada
disminuye a medida que los tiempos de fermentacidn se incrementa. Por tanto, la calidad

del ensilado mejora a mayor tiempo de fermentacion.
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Figura 5. Concentracion de &cido butirico (AB) en diferentes tiempos de

fermentacion (dias)
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Efecto de la interaccion de niveles de levadura de pan y tiempos de

fermentacion sobre la concentracion de acidos grasos volatiles.

En la Tabla 1 se observa la interaccion de levadura y tiempos de fermentacion no
tuvieron efecto (P = 0,4994) sobre el contenido de AA en cebada ensilada. Sin
embargo, el desdoblamiento de la interaccidn de estos factores de estudio permitio
verificar respuesta lineal positivo de los tiempos de fermentacion dentro de los
niveles de levadura. por tanto, en el intervalo de los tiempos de fermentacion
estudiados se espera un amento de 0,000356 g/kg MS; 0,001048 g/kg MS; 0,0007
g/kg MS y 0,00082 g/kg MS de AA por cada dia de fermentacion en ensilado de
cebada (Tabla 5). El analisis de varianza de la regresion no presento efecto
significativo de los niveles de levadura dentro de 6, 12 y 24 dias de fermentacion
de la cebada, cuyas medias fueron 0,0630 g/kg MS; 0,0682 g/kg MS y 0,0761 g/kg
MS de AA respectivamente (Tabla 4).

En contenido de AP no fue significativo (P = 0,7049) en funcién a la interaccion

de niveles de levadura y tiempos de fermentacion (Tabla 1). Sin embargo, el
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desdoblamiento de estos factores de estudio permitid verificar respuesta lineal
positivo de los niveles de levadura dentro de 6 y 12 dias de fermentacion. Por tanto,
en el intervalo de levadura estudiada se espera un aumento de 0,0010 g/kg MS' y
0,00089 g/kg MS de AP en ensilado de cebada por cada unidad porcentual de
aumento de nivel de levadura respectivamente, mientras el analisis de varianza de
la regresion no verifico efecto significativo de los niveles de levadura dentro de 24
dias de fermentacion, cuya me media fue de 0,0138 g/kg MS (Tabla 4). El analisis
de varianza de la regresion no presento efecto significativo de los tiempos de
fermentacion dentro de 0, 0,5; 1,0 y 1,5 % niveles de levadura, cuyas medias
fueron 0,0131 g/kg MS; 0,0135 g/kg MS; 0,0139 g/kg MS y 0,0143 g/kg MS de
AP en ensilado de cebada respectivamente (Tabla 5).

Tabla 4. Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion de las variables

en estudio del ensilado de cebada en funcién a los niveles de levadura
dentro de los tiempos de fermentacion

Variables Ecuacion de regresion R?

Levadura dentro del tiempo de fermentacion de 6 dias

Acido acético Y =0,0630 -
Acido Propionico Y =0,0127 + 0,0010L 0,6407
Acido butirico Y =0,0098 -
Levadura dentro del tiempo de fermentacion de 12 dias
Acido acético Y =0,0682 -
Acido Propidnico Y =0,0134 + 0,00089L 0,5351
Acido butirico Y =0,0095 -
Levadura dentro del tiempo de fermentacién de 24 dias
Acido acético Y =0,0761 -
Acido Propi6nico Y =0,0138 -
Acido butirico Y =0,0098 +0,0046L —0,0097L2 + 0,0043L° 0.6425

R? = Coeficiente de determinacion
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La concentracion de AB fue significativo (P = 0,0055) en funcion a la interaccion de los
niveles de levadura y tiempos de fermentacion (Tabla 1). Con el desdoblamiento de los
niveles de levadura dentro de 24 dias de fermentacion de la cebada ensilada hubo un
comportamiento lineal, cuadratico y cubico en los valores de AB, disminuyé 0,0097 g/kg
MS después de un aument6 0,0046 g/kg MS, para luego aumentar 0,0043 g/kg MS de AB.
Asi mismo, el anélisis de varianza de la regresion verificé que no hubo efecto significativo
de los niveles de levadura dentro de 6 y 12 dias de fermentacion, cuyas medias fueron de
0,0098 g/kg MS y 0,0095 g/kg MS respectivamente (Tabla 4). El analisis de varianza de
la regresion no presentd efecto significativo de los tiempos de fermentacion dentro de los
niveles de levadura (0, 0,5; 1,0 y 1,5 %) en ensilado de cebada. Cuyas medias fueron
0,0098 g/kg MS; 0,0097 g/kg MS; 0,0089 g/kg MS y 0,0093 g/kg MS de AB

respectivamente (Tabla 5).

La concentracion de AGV (acético, propionico y butirico) estan ligadas a la produccion
del ganando, siendo absorbidos a nivel rumen, el acido acético al ser absorbido por las
paredes del rumen repercute en el aumento de la produccion de la leche, contenido de sus
principales componentes y en forme especial de la grasa (Rook y Balch, 1961; Annison 'y
linzell, 1964). El 4cido propiodnico es el Gnico que se transforma en el higado en glucosa
mediante la gluconeogénesis, y se distribuye a través de torrente sanguineo y llega al
musculo y de esta forma esta muy ligado con la produccién de carne (Steel, 1973), asi
mismo participa en el aumento de la proteina de la leche. La concentracién de acido
butirico repercute en el aumento del contenido de la grasa de la leche (Hardwick, Linzell
y Price, 1961).
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Tabla 5. Ecuaciones de regresion y coeficientes de determinacion de las variables en
estudio del ensilado de cebada, en funcion a los niveles del tiempo de
fermentacion dentro de los niveles de levadura de pan.

Variables Ecuacion de regresion R?

Tiempos de fermentacion dentro del nivel 0 % de levadura

Acidos grasos volatiles g/kg MS

Acido acético Y = 0,0654+0,000356L 0,4900
Acido Propionico V=100 -
Acido butirico Y =0,0098 :

Tiempos de fermentacion dentro del nivel 0,5 % de levadura

Acidos grasos volatiles g/kg MS

Acido acético Y =0,05226 + 0,001048T 0,7372
Acido Propi6nico Y =0,0135 -
Acido butirico Y =0,0097 -

Tiempos de fermentacion dentro del nivel 1,0 % de levadura

Acidos grasos volatiles g/kg MS

Acido acético Y= 0,0579 + 0,0007T 0,4930
Acido Propidnico Y =0,0139 -
Acido butirico Y =0,0089 _

Tiempos de fermentacion dentro del nivel 1,5 % de levadura

Acidos grasos volatiles g/lkg MS

Acido acético Y =0,0602 + 0,00082T 0,5217
Acido Propi6nico Y =0,0143 -
Acido butirico Y =0,0093 -

R?= Coeficiente de determinacion
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4.2 Prueba de hipotesis

4.2.1 Contrastacion de hipotesis para los niveles de levadura sobre concentracion
de acidos grasos volatiles

A. Test de normalidad

Tabla 6. Test de normalidad de la concentracion de &cidos grasos volatiles
(acético, propionico y butirico) en diferentes niveles de levadura en
ensilado de cebada

_ ] P-valor de niveles de levadura
Test de Shapiro - Wilk

0,0 % 0,5 % 1,0 % 1,5%
Acético 0,8908 0,9922 0,07148 0,8946
Propidnico 0,2672 0,4038 0,3775 0,7506
Butirico 0,6889 0,08192 0,7242 0,3471

La prueba de normalidad se realizé con el estadistico R mediante el Test Shapiro-
Wilk que es adecuado cuando los tamafios de muestra son menores a 50 unidades.
Todos los p-valores (Sig.) son mayores que el nivel de significacion (0,05) por tanto,
se concluye las concentraciones de acido grasos volatiles (acético, propidnico y
butirico) se comportan de manera normal en cada nivel de levadura (Tabla 6) por
tanto, cumple con el supuesto de normalidad.

Tabla 7. Test de normalidad de la concentracion de éacidos grasos volatiles
(acético, propidnico y butirico) en diferentes tiempos de fermentacion.

P-valor de tiempos de fermentacion
Test de Shapiro - Wilk

6 dias 12 dias 24 dias
Acético 0,4305 0,742 0,9585
Propionico 0,202 0,6926 0,2372
Butirico 0,386 0,7742 0,643
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Para los tiempos de fermentacién los p-valores (Sig.) son mayores que el nivel de
significacion (0,05) por tanto, se concluye las concentraciones de &cido grasos
volatiles (acético, propidnico y butirico) se comportan de manera normal en cada

tiempo de fermentacién (Tabla 7) por tanto, cumple con el supuesto de normalidad.
. Test de homogeneidad de varianzas

Tabla 8. Test de Levene para la concentracién de acido acético, propionico y

butirico con diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion.

Test de homogeneidad de varianza P —valor
Acido acético 0,9718
Acido propi6nico 0,9425
Acido butirico 0,6188

La prueba de homogeneidad de varianza se realiz6 mediante el Test de Levene, en
el cual resultdé que los datos de la concentracion de acido acético, propionico y
butirico con diferentes niveles de levadura (0,0; 0,5; 1,0 y 1,5%) y en tiempos de
fermentacion (6, 12 y 24 dias) presentan homogeneidad de varianzas, debido a que
los P-valores (0,9718; 0,9425 y 0,6188) fue superior a 0,05 (Tabla 9).

. Planteamiento de sistema de hipétesis

Ha = Existe efecto significativo de los diferentes niveles de levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) y tiempos de fermentacidn sobre la concentracion
de &cidos grasos volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.)

Ho = No existe efecto significativo de los diferentes niveles de levadura de pan
(Saccharomyces cerevisiae) y tiempos de fermentacidn sobre la concentracion

de &cidos grasos volatiles en ensilaje de cebada (Hordeum vulgare L.).
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D. Establecer el nivel de significancia

Se considerd un error de 5 %; es decir a = 0,05, y con un nivel de confianza de 95

%, es decir con 1 — o = 0,95.
E. Elegir el estadistico prueba.

Se trabajo con el anélisis multivariado mediante el andlisis de varianzas ANAVA
(Hernéndez et al., 2014).

Célculo de estadigrafo de prueba.

Se realizé el andlisis de varianza (ANOVA) para concentracion de acidos grasos
volatiles (acético, propidnico y butirico) con diferentes niveles de levadura y
tiempos de fermentacion en ensilado de cebada el cual se detalla a continuacion.

Tabla 9. Andlisis de varianza de concentracion de acido acético en ensilado de
cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion.

Fuente DF cil;mggs dcél::?;zgioa F-Valor Pr>F
Modelo 11 0,00136068 0,00012370 3,98 0,0023
Error 24 0,00074597 0,00003108

Total 35 0,00210665

Tabla 10. Andlisis de varianza de concentracion de acido propidnico en ensilado de
cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion.

Fuente DF Suma de cuadrados Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
Modelo 9 0,00000923 0,00000103 4,03 0,0046
Error 20 0,00000509 0,00000025

Total 29 0,00001432
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Tabla 11. Andlisis de varianza de concentracion de &cido butirico en ensilado de
cebada con diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion.

Fuente DF cﬁggnrzggs Culgdnr]zgg;)ade F-Valor Pr>F
Modelo 6 3,5786E-6 5,9643333E-7 9,1% 0,0003
Error 14 9,1086667E-7  6,5061905E-8

Total 20 4,4894667E-6

F. Dar lectura de p-valor

Para la prueba de una cola con a = 0,05, en la tabla de Fisher tenemos los valores

criticos de F, o, V1, V2:

e Ftabla =F (0,05; 2; 60) = 3,15
e Fcal < Ftabla; se acepta la hipotesis nula.
e Fcal > Ftabla; se rechaza la hipdtesis nula.

G. Toma de decisiones

Segun el anélisis de varianza Tabla 9, 10 y 11 los niveles de levadura y tiempos de
fermentacion tuvieron efecto significativo (P < 0,05) para la concentracion de
acido acético, propionico y butirico en ensilado de cebada, por tanto, se acepta la

hip6tesis alterna (Ha) para la presente investigacion.
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4.3 Discusiones de resultados

Las concentraciones de acido acético y propionico con 0% de levadura en ensilado
de cebada present6 0,0704 y 0,0131 g/kg MS respectivamente, siendo este resultado
inferior al reporte de Rajcakova et al., (2006) quien obtuvo 5,82 y 2,3 g/kg MS
respectivamente en ensilado de cebada, mientras Kizilsimsek et al, (2007) obtuvieron
10,8 g/kg MS de acido acetico en ensilado de avena sin adicionar aditivo, estas
diferencias es probable de por la variedad de la cebada, especie, etapa fenoldgica al

momento de corte y carbohidratos estructurales.

La adicién de niveles de levadura como probidtico en ensilado de cebada no
mostraron efecto significativo sobre la concentracion de &cido acético mostrando una
media 0,0691g/kg MS. Mientras Rajcakova et al, (2006) reportd disminucion de acido
acético en ensilado de cebada (5,82 — 4,30) con aditivo biologico 1 I/t (Medipharm),
asi mimos Tyrolava y Vyborna (2006) en ensilado de alfalfa (11,4 — 1,43 g/kg MS)
con aditivo bioldgico 5 I/t (&cido benzoico), Rajcakova y Mlynar (2008) en ensilado
de alfalfa (19,68 — 11,8 g/kg MS) utilizando aditivo quimico 4 I/t que contenia (42,5
% de acido férmico; 30,3 % de formiato de amonio y 10,0% de acido propidnico),
Pyrochta et al, (2006) en ensilado de maiz (211 a 106 g/kg MS) utilizando como
aditivo urea (2,5 y 5 kg/t) obtuvieron disminucién de acido acético. Mientras en otros
estudias realizados reportaron un incremento de concentracion de acido acético,
Podkowka et al, (2003) en ensilado de maiz (12,2 - 41,7 g/kg MS) con aditivo de
bioldgico (lactobacillus buchneri) con una dosis de 0,5 g/kg, Mier (2009) en ensilado
de maiz (0,7- 1,17 g/kg MS) con aditivo de urea (7%) mas aditivo microbiano
(0,15%). Esta se debe al uso de aditivos en el proceso de ensilado, ya que estas tienen
la propiedad de disminuir el oxigeno y pH del en el en el proceso de anaerobiosis,
con ello disminuyen los microorganismos productoras de acido acético (Fernandez,
1999).
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La concentracion de acido propionico increment6 de 0,0130 a 0,0143 g/kg MS al
adicionar los niveles de levadura, este comportamiento se debe a que los aditivos de
origen microbiano, en particular los hongos (levaduras y mohos) estimulan
modificaciones en la poblacién microbiana del ensilado y sus patrones fermentativos.
Esto provoca aumenta la produccion de acido propionico, disminucion de la
produccion de metano y de &cido lactico, asi como en la disminucién de la
degradacion proteica y en la desaminacion de los aminoacidos (Arcos, Lépez,
Bernabé y Hoffman, 2007). El presente trabajo de investigacion mostraron similares
comportamientos los reportes de Mier (2009) (0,3 - 0,37 g/kg MS) en ensilado de
maiz con aditivo (0,07% urea) y Bores et al., (1938) en ensilado de Pennisetum
purpureum (0; 3,5y 2,1 g/kg MS) utilizando como aditivo urea (0,5% y 1%), a la vez
las concentraciones del presente estudio fueron inferiores a de los estudios de autores
mencionados, es hecho es por la diferencia de especie vegetal ya que el contenido de
materia seca y carbohidratos solubles varia en cada especie vegetal, ademas es
probable por el método de conservacién y utilizacién de aditivos en el proceso de
ensilado. Mientras en otros estudios reportaron disminucion de acido propionico
utilizando aditivos el procesos de ensilado, Rajcakova y Mlynar (2006) en ensilado
de cebada (2,23 — 0,29 g/kg MS) con aditivo biolégico (medipharm 11/t), Tyrolava 'y
Vyborna (2006) en ensilado de alfalfa (2,9 — 0,16 g/kg MS) utilizado aditivo
bacteriano 5 I/tm, (L. buchener), Rajcakova y Mlynar (2008) en ensilado de alfalfa
(11,89 - 0,29 g/kg MS) con aditivo quimico (3,5 L/t) que contenia 24,4 % de nitruro
de sodio y 16,3 % de hexametilentetramina.

La concentracion de acido butirico disminuy6 a media que se incorporé los niveles
de levadura, siendo esto similar a los reportes de Rajcakova y Mlynar (2008) en
ensilado de alfalfa (58,70 - 1,42 g/kg MS) con aditivo quimico 3,5 I/t que contenia
24,4 % de nitruro de sodio y 16,3 % de hexametilentetramina (3,5 I/t) y Mier (2009)
en ensilado de maiz (0,7 — 0,37 g/lkg MS) con aditivo urea (0,7%). Mientas Bores et
al, (1938) reporto incremento de acido butirico (0; 2,0 y 13,7 g/kg MS) utilizando

aditivo urea (0,5 y 1%). Este comportamiento de debe al uso de aditivos en el proceso
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de ensilado, ya que tienen la capacidad de disminuir el pH del ensilado, pero cuando
el pH de un silaje es superior a 5 pueden actuar bacterias indeseables, como el
Clostridium saccharomises que fermenta a los CHOS y acidos organicos produciendo

acido butirico (Fernandez, 1999).

La concentracién de acético se incrementd de 0,0630 a 0,0761 g/kg MS a media que
los tiempos de fermentacion se incremente, esté comportamiento es similar a la
investigacion de Szucs et al, (2003) quien reporto un incremento de la concentracion
de &cido acético (2,4; 7,3 y 6,0 g/kg MS) en los tiempos de fermentacion (4; 10y 30
dias) en ensilado de alfalfa con inoculante biol6gico (lactobacillus plantarum PA28
y lactobacillus plantarum K270) a raz6n de 1g/t. Este comportamiento se debe a que
los niveles de la concentracion de acido acético se incrementan con el tiempo de

almacenamiento (Durango et al., 2015).

La mayor concentracion de &cidos propionico en ensilado de cebada se obtuvo a los
12 dias (0,0141 g/kg MS), este resultado se debe a la fase fermentativa que puede
alcanzar a hasta los 14 dias Kaiser et al, (2004), es ahi que se desarrolla la degradacion
de carbohidratos solubles y proteinas por parte de los microorganismos liberando el

acido propionico del forraje (Fernandez, 1999).

La concentracion de &cidos grasos volatiles (acético, propionico butirico) de ensilado
de cebada del presente trabajo de investigacidn se encuentra dentro de los parametros
aceptables de un ensilado de calidad descrito por Fernandez (1999) y Durango et al.,
(2015).
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CONCLUSIONES

1. Laconcentracion de acidos grasos volatiles (AGV) vario en funcion a los tiempos de
fermentacion y niveles de levadura en ensilado cebada.

2. Los niveles de levadura tuvieron efecto en la concentracion de &cido propidnico y
butirico excepto para la concentracion de acido acético en ensilado de cebada, la
concentracion de acido propidnico aumentd a medida que los niveles de levadura
incrementaron, mientas la concentracion de acido butirico disminuyo al adicionar los
niveles de levadura, los valores encontrados se encuentran en los parametros
aceptables de un ensilado de calidad.

3. Los tiempos de fermentacion tuvieron efecto para la concentracion de acido acético,
propionico y butirico en ensilado de cebada, la concentracion de acido acético se
incrementa a medida que se incrementa los tiempos de fermentacion, mientras la
mayor concentracion de acido propidnico se report6 en 12 dias. La concentracion de
acido butirico disminuyo a medida que los tiempos fueron incrementando.

4. No hubo efecto de la interaccion de los niveles de levadura y tiempos de evaluacion
sobre la concentracion de acidos acético y propidnico en ensilado de cebada por tanto
se concluye que estos factores actian de manera independiente, pero si hubo para la
concentracion de acido butirico, donde al adicionar los niveles de levadura y a mayor

tiempo de fermentacion disminuye la concentracidn de acido butirico.
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RECOMENDACIONES

1. Utilizar Saccharomyces cerevisiae como inoculante de ensilaje con otros de
invierno, utilizando niveles superiores al presente trabajo de investigacion para ver
el comportamiento de la concentracion del perfil de acidos grasos volatiles de
cadena corta (acético, propiénico y butirico) ya que esto es indicador de calidad
del ensilado.

2. Realizar estudios utilizando tiempos de fermentacion superiores al presente
trabajos de investigacion, ya que tienen efecto en la concentracién de acido acético
y propionico, por tanto, es necesario observar la produccién méaxima de la

concentracion de acido acético y propionico y la estabilidad de ellos.
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APENDICE

Apéndice 1. Matriz de consistencia

TITULO: EFECTO DE DIFERENTES NIVELES DE LEVADURA DE PAN (Saccharomyces cerevisiae) Y TIEMPOS DE FERMENTACION
SOBRE LA CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS VOLATILES EN ENSILAJE DE CEBADA (Hordeum vulgare L.)

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLE/INDICADOR

METODOLOGIA

¢ Cuales son efecto de diferentes
niveles de pan (Saccharomyces
cerevisiae) y tiempos de
fermentacion sobre la
concentracion de acidos grasos
volétiles en ensilaje de cebada
(Hordeum vulgare L.)?

Determinar los efectos de diferentes
niveles de pan (0; 0,5; 1 y 1,5%)
sobre la concentracion de acidos
grasos volatiles (acético, propiénico
y butirico) en ensilaje de cebada.
Determinar los efectos de diferentes
tiempos de fermentacion (6, 12y 24
dias) sobre la concentracion de
acidos grasos volatiles (acético,
propidnico y butirico) en ensilaje de
cebada.

Determinar los efectos de la
interaccion de diferentes niveles de
levadura de pan y tiempos de
fermentacidn sobre la concentracién
de &cidos grasos voldtiles (acético,
propidnico y butirico) en ensilaje de
cebada.

Ha = Existe efecto significativo
de los diferentes niveles de pan
(Saccharomyces cerevisiae) Yy
tiempos de fermentacion sobre la
concentracién de acidos grasos
volétiles en ensilaje de cebada
(Hordeum vulgare L.)

Ho = No existe efecto
significativo de los diferentes
niveles de pan (Saccharomyces
cerevisiae) 'y tiempos de
fermentacion sobre la
concentracion de acidos grasos
volatiles en ensilaje de cebada
(Hordeum vulgare L.)

Variable independiente

Niveles de levadura de pan
(%)

Tiempos de
(Dias)

Variable dependiente

fermentacion

Concentracion Acidos
grasos volatiles: (acético,
butirico y propionico) g/kg
MS

Tipo de investigacion:
Aplicada

Nivel de investigacion:
Explicativo.

Método de investigacion:
Cientifico.

Disefio de investigacion:
Experimental.

Poblacién
Ha de cebada forrajera
Muestra
180 kilogramos

Muestreo:

No Probabilistico del tipo
intencionado (bola de
nieve )

Fuente: Elaboracion propia
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Apéndice 2. Tabla de registros de laboratorio de UNH de la concentracion de acidos
grasos volatiles (AGV).

Niveles de | Tiempos de A o, o

N it Eek e Aceético Propionico Butirico
%) (dias) (g/kg MS) | (g/kg MS) | (g/kg MS)

1 0 6 0,0664 0,0127 0,0099
2 0 6 0,0671 0,0131 0,0099
3 0 6 0,0700 0,0125 0,0099
4 0 12 0,0645 0,0129 0,0099
5 0 12 0,0743 0,0141 0,0099
6 0 12 0,0689 0,0131 0,0099
7 0 24 0,0735 ND 0,0098
8 0 24 0,0722 ND 0,0098
9 0 24 0,0766 ND 0,0097
10 0.5 6 0,0514 0,0130 ND
11 0.5 6 0,0611 0,0134 ND
12 0.5 6 0,0600 0,0130 ND
13 0.5 12 0,0667 0,0141 0,0093
14 0.5 12 0,0721 0,0147 0,0099
15 0.5 12 0,0627 0,0133 0,0090
16 0.5 24 0,0710 ND 0,0095
17 0.5 24 0,0834 ND 0,0104
18 0.5 24 0,0767 ND 0,0105
19 1 6 0,0590 0,0132 ND
20 1 6 0,0653 0,0146 ND
21 1 6 0,0642 0,0130 ND
22 e 12 0,0612 0,0140 ND
23 1 12 0,0694 0,0140 ND
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24 1 12 0,0620 0,0145 ND
25 1 24 0,0795 0,0135 0,0088
26 1 24 0,0642 0,0141 0,0092
27 1 24 0,0786 0,0140 0,0086
28 1.5 6 0,0679 0,0142 ND
29 55 6 0,0653 0,0140 ND
30 1.5 6 0,0584 0,0147 ND
31 =h 12 0,0712 0,0148 ND
32 1.5 12 0,0654 0,0141 ND
33 1.5 12 0,0792 0,0154 ND
34 1.5 24 0,0772 0,0142 0,0093
35 1.5 24 0,0886 0,0134 0,0094
36 1.5 24 0,0718 0,0139 0,0093
*ND: No se detecto
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APENDICE 3: TABLAS DE ANALISIS DE VARIANZA

Apéndice 3A. Analisis de varianza de concentracion de acido acético con diferentes
niveles de levadura y tiempos de fermentacion en ensilado de cebada.

Fuente DF  Tipo I11SS C‘izdr;f;‘g?ade F-Valor Pr>F
LEVADURA 3 000014362 000004787 1,54  0,2298
TIEMPOS 2 000104591  0,00052295 16,82  <,0001
LEVADURA*TIEMPOS 6  0,00017116  0,00002853 092  0,4994
ERROR 24 0,00074597  0,00003108

TOTAL CORREGIDO 35

Apéndice 3B. Andlisis de varianza de concentracion de acido propidnico con diferentes
niveles de levadura y tiempos de fermentacion en ensilado de cebada

Fuente DF  Tipo Il SS Culgdnzz(djioade F-Valor Pr>F
LEVADURA 3 6,4059722E-6 2,1353241E-6 838  0,0008
TIEMPOS 2 2,7340278E-6 1,3670139E-6 537  0,0136
LEVADURA*TIEMPOS 6  55486111E-7 1,3871528E-7 054  0,7049
ERROR 24 0,00000509  0,00000025
TOTAL CORREGIDO 35

Apéndice 3C. Andlisis de varianza de concentracion de acido butirico con diferentes
niveles de levadura y tiempos de fermentacion en ensilado de cebada

Fuente DF Tipo 111 SS C“Ig‘dr;‘;‘g?ade F-Valor P>F
LEVADURA 3 2,535E-6 845E-7 12,99  0,0002
TIEMPOS 2 7,1952222E-7 35976111E-7 553  0,0170
LEVADURA* TIEMPOS 6 7,0083333E-7  7,0083333E-7 10,77  0,0055
ERROR 24 9,1086667E-7  6,5061905E-8
TOTAL CORREGIDO 35

61



APENDICE 4: FIGURAS Y DIAGRAMA DE CAJAS DE TEST DE NORMALIDAD
Y HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS.

Apéndice 4A. Test de normalidad de la concentracion de acido acético con
diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion en ensilado de

10

Media = 06909
Desviacion estandar = 00775
M= 36

Frecuencia

o
05000 ,0B000 07000 08000 09000

Acido acético (g/kg MS)

Apéndice 4B. Test de normalidad de la concentracion de acido propiénico con
diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacién en ensilado
de cebada

Media = 01378
Desviacion estandar = 7 020E-4
0

Frecuencia

01200 01300 01400 01500 01800

Acido propiénico (a/lkg MS)
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Apéndice 4C. Test de normalidad de la concentracién de acido butirico con
diferentes niveles de levadura y tiempos de fermentacion en ensilado de
cebada

Media = 00957
Desviacion estandar = 4 561E-4
M=21

Frecuencia

00850 00900 00950 01000 01050

Acido butirico (glkg MS)

Apéndice 4D. Diagrama de cajas para la concentracion de acido acético (AA)
con diferentes niveles de levadura

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido acético
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Apéndice 4E. Diagrama de cajas para la concentracion de acido acético

kg MS

(AA) con diferentes tiempos de fermentacion

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido acético
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Apéndice 4F. Diagrama de cajas para la concentracion de acido propiénico

okg MS

(AP) con diferentes niveles de levadura

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido propionic
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Apéndice 4G. Diagrama de cajas para la concentracion de acido propionico
(AP) con diferentes tiempos de fermentacion.

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido propidgnic
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Apéndice 4H. Diagrama de cajas para la concentraciéon de acido butirico (AB)
con diferentes niveles de levadura

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido butirico
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Apéndice 41 Diagrama de cajas para la concentracion de acido butirico

alkgMS

(AB) con diferentes tiempos de fermentacion.

Prueba de homogeneidad para la concentracion de acido butirico
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APENDICE 4: PANEL FOTOGRAFICO

Fotografia 2. Cortado de forraje de cebada con una picadora Rester en 2 a 2.5

cm de tamafio.
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Fotografia 4. Toma de muestras de para el analisis de en cromatografia de
gases
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Fotografia 6. Analisis de muestras con cromatografia de gases de marca
Thermo SCINTIFI
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