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RESUMEN

Se evaluaron dos tratamientos basados en la adicién de dos inéculos
microbianos comerciales, uno a base de bacterias productoras de acido
lactico (BPAL) homofermentativas (THO) y el otro una combinaciéon de
estas con heterofermentativas (THH), ademas de un tratamiento control sin
inoculacion (TCN), en sus efectos sobre las caracteristicas fermentativas
de maiz tropical en micro-silos y la estabilidad aerdbica (EA) del ensilaje
resultante. Las caracteristicas fermentativas se determinaron en muestras
por triplicado, tomadas a diferentes largos de fermentacion (15, 30, 58, y 90
d), que se analizaron para pH, concentracién de dcidos organicos y NH,. Para
evaluar la EA se monitoreé los cambios de pH y temperatura del ensilaje
expuesto al aire durante cinco dias. No se encontr6 diferencias significativas
entre tratamientos en ninguna de las caracteristicas fermentativas incluidas.
Numéricamente el THO mostré en promedio el menor pH (4.23) y el mayor
contenido porcentual de acido lactico (AL) (2.18), seguido respectivamente
por THH (4.28 y 2.11) y TCN (4.32 y 1.94). Los indicadores de EA tampoco
difirieron significativamente entre tratamientos, pero hubo una diferencia en
pH promedio del ensilaje expuesto, favorable a THO (5.30 vs 5.43 valor comun
en ambos THH y TCN); y una tendencia (P < 0.15) en temperatura promedio
(°C) favorable a THH (29.61 vs 30.26 en THO y 30.28 en TCN). En general, el uso
de los inéculos de BPAL en ensilaje de maiz tropical no resultdé en grandes
diferencias relativo a ensilaje no inoculado en las variables dependientes en
estudio relativo a caracteristicas fermentativas y EA.
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ABSTRACT

Commercial microbial inoculants of lactic acid-producing bacteria on
fermentative characteristics and aerobic stability of corn silage

This study evaluated two treatments based on addition of two commercial
microbial inoculants of lactic acid-producing bacteria (LAPB), one of the
homolactic type (HOT) and the other a combination of homolatic with
heterolactic bacteria (HHT), plus a control treatment without inoculation
(CNT), on the fermentative characteristics of tropical maize in micro-silos and
aerobic stability (AS) of the resulting silage. The fermentative characteristics
were determined in triplicate samples taken at various lengths of fermentation
(15, 30, 58 and 90 d), which were analyzed for pH, concentration of organic
acids and NH,. To evaluate AS, changes in pH and temperature of the silage
were monhitored during five days of exposure to air. No significant differences
were found among treatments in any of the fermentation characteristics
studied. HOT resulted in the numerically lowest average pH (4.23) and the
highest average percentage content of lactic acid (2.18), followed by HHT (4.28
and 2.11) and CNT (4.32 and 1.94), respectively. Also, regarding indicators of
AS there were no significant differences among treatments, but humerically
the average pH of exposed HOT silage was lower (5.30 vs 5.43 the average
value of both HHT and CNT) and there was a trend (P <0.15) toward lower
average temperature (°C ) in favor of HHT (29.61 vs. 30.26 and 30.28 for HOT
and CNT silages). In general, the use of LAPB inoculants in tropical maize
silage did not result in large differences relative to non-inoculated silage in
the variables under study regarding fermentation characteristics and AS.

Key words: commercial microbial inoculants of lactic acid-producing
bacteria, aerobic stability, corn silage

INTRODUCCION

En los paises tropicales, el forraje es la fuente de alimentaciéon mas
importante y econémica para los rumiantes. Sin embargo, debido a los pe-
riodos de sequia que ocurren anualmente se tiene como efecto una dismi-
nucién en la calidad y cantidad del mismo, por lo que es crucial la practica
de conservacion de forraje, ya sea en forma de heno, ensilaje o henilaje.

En las dltimas décadas se ha adoptado en Puerto Rico el uso de ensila-
je vy henilaje como una alternativa alimentaria durante periodos de sequia
y también para uso rutinario todo el afio en algunas operaciones ganade-
ras. La produccién de los mismos ha ido incrementado a través de los arios
llegando al punto de remplazar la utilizaciéon de heno en diferentes fincas
alrededor de la isla. El método de henilaje se realiza mayormente en pacas
cilindricas de forraje de gramineas tropicales de tallo fino. Idealmente di-
chos forrajes deberian presentarian abundancia de hojas en combinacién
con alta produccién de biomasa, pero generalmente resultan ser de bajo
valor nutricional (Gonzalez y Rodriguez, 2003). Por lo tanto es necesario
evaluar otras especies forrajeras (i.e., maiz, sorgo) para este propésito bajo
condiciones locales. La calidad del ensilaje producido esta influenciada por
el manejo y el tipo de forraje. El ensilaje de gramineas tropicales general-
mente presenta pobres caracteristicas fermentativas mayormente por el
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bajo contenido de carbohidratos solubles en agua (CSA); alto contenido
de paredes celulares y elevada capacidad amortiguadora (Aguilera et al.,
1992). Ademas, se caracteriza por altas poblaciones de microrganismos
epifiticos no deseables para participar en la fermentacién del forraje (Ro-
driguez, 1996). El maiz es un cultivo muy usado como ensilaje y se presta
para dicho propésito debido a su contenido 6ptimo de CSA; sin embargo,
esta caracteristica no siempre garantiza el logro de fermentaciones desea-
bles. Asimismo, durante la fase de alimentacion, el ensilado de maiz, como
también otros ensilados que contienen granos, es susceptible al deterioro
o darios por microorganismos aerébicos (Muck, 2004; Kung y Rajit, 2001).
Una alternativa para mejorar la fermentacién y disminuir el dete-
rioro aerdbico del ensilaje es mediante el uso de inéculos microbianos.
Estos consisten generalmente de preparaciones de diferentes cepas de
bacterias productoras de acido lactico (BPAL), las cuales se han estu-
diado extensivamente en dreas templadas, pero cuyos efectos sobre la
fermentacion de forrajes en ambientes tropicales y hiimedos como los de
Puerto Rico son poco conocidos. Existen dos tipos de BPAL: homofermen-
tativas y heterofermentativas. Las primeras tienen la habilidad de ser
mas eficientes en la produccién de dcido lactico (AL), el cual constituye
el principal agente acidificante durante el proceso fermentativo (Muck y
Kung, 1997); mientras que el principal efecto beneficioso de las hetero-
fermentativas es el de mejorar la estabilidad aerébica (EA) o reducir el
deterioro del ensilaje durante su uso en la alimentacién (Danner et al.,
2003). La efectividad de estas bacterias deseables puede ser afectada por
factores externos propios del medio ambiente local y por la composicién
fisico-quimica y microbiolégica de la planta ensilada (Schmidt y Kung,
2010). Se precisa evaluar el uso de estos inéculos microbianos en forrajes
ensilados bajo ambientes tropicales para determinar su potencial, como
posible alternativa para mejorar las dietas y por ende el desemperio pro-
ductivo de los rumiantes locales. Esta investigacion tuvo el objetivo de
evaluar la adicién de dos inéculos microbianos conteniendo BPAL, uno
de bacterias homofermentativas solas y el otro de estas en combinacién
con bacterias heterofermentativas, sobre las caracteristicas fermentati-
vas v EA de ensilaje de maiz preparado bajo condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetativo

El maiz (Zea mays ‘Mayorbella’) de 90 dias de crecimiento se coseché
mecdnicamente en terrenos de la Estacion Experimental Agricola (EEA)
localizados en el municipio de Isabela, Puerto Rico (Longitud 67.05 N;
Latitud 18.46 W). El forraje cosechado se transport6 a la Finca Alzamora
de la Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayagiiez,
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donde se redujo su tamano a particulas de 0.5 a 7.5 cm de largo pasan-
dolo por una maquina cortadora (Craftsman 305¢cc Drop Down Chipper/
Shredder):. Se colectaron muestras en triplicado del material vegetativo
fresco picado (dia 0) para determinar el pH y la composicién quimica, ini-
ciales. Para la determinacién de la concentracién de iones de hidrogeno
(pH), se pes6 50 g de muestra y se mezcld con 450 ml de agua deionizada
(pH neutro). La solucién se homogenizé durante dos minutos utilizando
un equipo homogenizador (Stomacher; 3500 Seward); posteriormente se
filtré el liquido a través de una tela de tejido abierto. El efluente obtenido
sirvié para la medicién final utilizando un medidor de pH equipado con
un electrodo de combinacién (pH/Ion 510, Eutech Instruments/Oakton
Instruments), que se estandarizé con soluciones amortiguadoras comer-
ciales de pH 4, 7 y 10 (Fischer Scientific). El contenido porcentual de
la materia seca (MS), materia inorganica (MI), materia organica (MO;
100-MI), proteina bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN), fibra deter-
gente acido (FDA) y hemicelulosa (FDN-FDA) se determiné por métodos
estandares (AOAC, 1990; Van Soest et al., 1991). Para la determinacién
del contenido de CSA, se envi6é una muestra a un laboratorio comercial
(Dairy One Forage Lab, Ithaca, NY).

Proceso de fermentacion

El material vegetativo picado se asigné a uno de tres tratamientos
experimentales: (1) sin aditivo (TCN), (2) inéculo con un aditivo micro-
biano de BPAL tipo homofermentativas (THO), y (3) con un aditivo mi-
crobiano de BPAL de los dos tipos, homo- v heterofermentativos (THH).
El aditivo de THO aporté cepas de Lactobacillus plantarum, mientras
que el del THH incluy6 cepas de Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
plantarum v Enterococcus faecium. Ambos aditivos se usaron a los ni-
veles recomendados por el manufacturero para proveer 1 x 10° ufe/g. Se
diluy6 cada aditivo en agua desionizada y luego se aplicé a porciones pe-
sadas del material vegetativo picado previamente, utilizando rociadores
plasticos y mezcla manual. En el tratamiento TCN se le afiadié la misma
cantidad de agua y se mezclé manualmente con el forraje como en los
otros casos para obtener homogeneidad. Se utilizaron microsilos hechos
de tubos PVC con una capacidad de 1.2 kg de forraje, provisto con una
valvula para la liberacién de gases. Se llenaron un total de 36 microsilos
(12 silos con el material vegetativo de cada uno de los tres tratamientos)
y se compacté manualmente para asegurar condiciones anaerébicas. Los

8Los nombres de companias y de marcas registradas solo se utilizan para proveer infor-
macién especifica y su uso no constituye garantia por parte de la Estacién Experimental
Agricola de la Universidad de Puerto Rico, ni endoso sobre otros productos o equipo que
no se mencionan.
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microsilos cerrados se mantuvieron a temperatura ambiente (28 a 30 °C)
bajo condiciones del Laboratorio de Nutricién Animal de la Facultad de
Ciencias Agricolas durante todo el proceso fermentativo.

Para determinar los cambios en pH y concentracién de productos de
fermentaci6n (4cidos orgédnicos y de N-NH,) durante el proceso fermen-
tativo, se seleccionaron al azar tres microsilos por tratamiento para
abrir a cuatro periodos de fermentacién establecidos (15, 30, 58 y 90
d). El pH del material vegetativo fermentado se determiné como pre-
viamente descrito en el forraje fresco. Para la determinacién de dcidos
orgédnicos y N-NH_, muestras del efluente homogenizado se clarificaron
por centrifugacion durante 15 minutos y el liquido resultante se envié
para analisis a un laboratorio comercial (Rock River Laboratory, WI).
Ademas, se tomaron muestras de cada ensilaje correspondiente a cada
tratamiento y dia de fermentacién para determinar su contenido de
MS, MI, MO, PB, FDA, FDN, hemicelulosa (HC) y CSA utilizando la
metodologia previamente descrita.

El analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el Modelo Lineal
General de SAS (SAS Institute, 2004) segiin un disefio completamente
aleatorizado (DCA) con un arreglo factorial 3 (Tratamientos) x 5 (Largo
de Fermentacion). La separacion de las medias para establecer dife-
rencias estadisticas se realizé mediante la prueba de Tukey con un
nivel de P < 0.05.

Estabilidad Aerébica

En los ensilajes resultantes correspondientes a cada tratamiento ex-
perimental a cada dia de fermentacion (15, 30, 58 y 90) se determind la
EA utilizando como criterios los cambios de pH y temperatura. Para cada
combinacién (tratamiento y dia de fermentacién), se tomaron muestras
de 1,000 g del ensilaje de tres silos diferentes, se colocaron las mismas en
bolsas plasticas dentro de un envase de porexpan y se degjaron expuestas
a condiciones aerébicas durante cinco dias. Se monitoreé la temperatura
de los ensilajes, utilizando un termémetro situado en la masa fermenta-
da cada seis horas durante las primeras 24 h (0, 6, 12, 18, 24 h) y luego
cada 24 h hasta completar los cinco dias (48, 72, 96, 120 h). Ademas, en
una muestra de ensilaje de cada combinacién (tratamiento y periodo de
fermentacién) se determind el pH después de 0, 1, 3, v 5 d de exposicién
aerdbica utilizando la misma metodologia mencionada anteriormente.

El analisis estadistico de los datos de pH siguié un diserio de par-
celas divididas con un arreglo factorial de 3 (tratamientos: TCN, THO
y THH) x 4 (periodos de fermentacion para obtener el ensilaje: 15, 30,
60y 90 d) x 4 (dias de exposicién aerébica: 0, 1, 3, v 5). Con los datos
correspondientes a temperatura se utilizé también un modelo de par-
celas divididas con arreglo factorial de los tres tratamientos, los cuatro
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periodos de fermentacion citados v las nueve lecturas de temperatura
utilizando el silo como medida repetitiva durante los cinco dias de ex-
posicién aerdbica. La identificacién de las medias de ambas variables
que difirieron significativamente (p < 0.05) se realiz6 mediante Cua-
drados Medios Esperados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Composicion quimica

Los valores iniciales de pH y composiciéon quimica del forraje utili-
zado en el presente experimento antes de ensilar (Cuadro 1) coinciden
con observaciones previas sobre maiz cosechado en el trépico de Puerto
Rico (Prieto-Prieto, 2007; Sandoval-Centeno, 2007; Arias-Carrasquillo,
1998). Al combinar los resultados obtenidos con los tres tratamientos
el material vegetal tuvo un pH promedio inicial de 6.45 y contenidos
porcentuales promedios de 41.14 MS y 94.56 y 5.44 de MO y MI a base
seca, respectivamente. El contenido promedio de varias fracciones or-
ganicas fue 5.77% PB; 4.67% CSA; 57.16% FDN; 36.1% FDA; y 21.07%
HC. La MS inicial citada (41%) se considera moderadamente alta, ya

Cuabro 1.—Composicién quimica inicial del maiz (Zea mays) inoculado con uno de los
inéculos microbianos y el control sin inocular?

Tratamiento

Componente TCN? THO?® THH* EEM? P
pH 6.58 6.26 6.50 0.05 0.28
Fraccién Quimica (%)

MS 41.99 4141 40.08 7.55 0.69
MO*¢ 94.5 94.48 94.71 0.21 0.82
MIeé 5.5 5.52 5.29 0.23 0.82
PBS 5.57 5.63 6.13 0.41 0.53
FDAS 374 36.37 34.47 8.84 0.51
FDNs 60.7 55.87 54.9 15.01 0.23
HCe? 23.8 at 19.5b 20.43 ab 1.85 0.03
CSA®? 4.29 4.82 4.73 0.33 0.42

Media de tres repeticiones

2Control

*Ensilaje tratado con BPAL Homol4ctica

“Ensilaje tratado con BPAL Homo- y Heterolactica

SError Estandard de la Media

SBase Seca

"Hemicelulosa = FDN-FDA

#Medias con diferentes letras en la misma fila difieren (P < 0.05)
?Carbohidratos Solubles en Agua
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que excede la recomendacién para este tipo de forraje de 32 a 38%
(Huisden et al., 2009; Charley, 2006).

La aplicacién de un inéculo microbiano antes de ensilar no debe ha-
ber tenido mucho efecto sobre la composicién quimica inicial del forraje
de maiz tropical, pero se observé una diferencia (P < 0.05) de 3.8 puntos
de porcentaje en HC entre TCN y THO y variacién entre 54.9 y 60.7%
en FDN que no alcanzé significacién (P > 0.05; Cuadro 1). No existe
otra explicacién para estas discrepancias que no sea variabilidad en el
muestreo y la determinacién de las fracciones FDN y FDA, que habrian
afectado el estimado de HC también dado el modo de su calculo (FDN-
FDA). El valor EEM de 15.0% obtenido en el analisis de los datos de
FDN evidencia esta situacion.

Caracteristicas Fermentativas

Los in6culos bacterianos se afiaden al forraje con el propésito de
estimular la produccién de AL durante las etapas iniciales de fer-
mentacién y asi mediante una acelerada reducciéon de pH asegurar la
preservacion del ensilaje. El efecto esperado de las cepas bacterianas
tipo homofermentativas (i.e., L. plantarum y E. faecium) es mejorar
el proceso de fermentaciéon mediante una acelerada acidificacién. Sin
embargo, su efecto puede variar segun las caracteristicas inherentes
del forraje (composicién quimica y microflora epifitica) y las condicio-
nes ambientales donde se realiza el proceso (Rodriguez, 1996). En este
experimento no se observo grandes efectos de la aplicacién de los dos
inéculos evaluados sobre las caracteristicas fermentativas del ensilaje
de maiz obtenido en los tres tratamientos, ya que todos pueden cata-
logarse como indicativos de fermentacién éptima (Cuadro 2; Charley,
2006).

Los tres ensilajes en conjunto presentaron en promedio un pH de
4.28 y contenidos porcentuales de AL de 2.08 (> 1.5), acido acético
(AA) de 0.34 (< 0.8), etanol (ETOH) de 0.24 (< 0.5) y la relacién de
N-NH,/N-Total de 5.05 (< 8), siendo los valores entre paréntesis los
recomendados. Rooke y Hatfield (2003), plantean que ensilajes de maiz
sin tratar con aditivos presentan tipicamente una fermentacién predo-
minantemente homofermentativa, con pH bajo y 6ptima concentracién
de AL, ademas de baja concentracion de AA. Sin embargo, la utiliza-
cién de inéculos microbianos que aportan BPAL homofermentativas es
una practica ampliamente recomendada y utilizada en escala comer-
cial (Hu et al., 2009). En este estudio, el tratamiento THO tendié (P <
0.15) a producir un ensilaje mas acidico que el control (0.08 unidad de
pH menor). Esta mayor acidez del ensilaje de THO correspondié a un
levemente mayor (P > 0.05) contenido de AL que no alcanzé significa-
cién estadistica, pero que resulta 16gico (Cuadro 2). No se observaron
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CuaDRrOo 2.—Efecto de la aplicacion o no de inéculos microbianos sobre los valores medios
de pH v productos de fermentacion de maiz ensilado bajo condiciones de labo-
ratorio en un ambiente tropical.’

Tratamiento

Componente TCN? THO® THH* EEM? P
pH 4.32 28 4.24x 4.28 xy 0.01 0.14
Producto de fermentacién

Acido l4ctico (%) 1.94 2.19 2.11 0.15 0.22
Acido acético (%) 0.85 0.34 0.34 0.01 0.73
ETOH (%) 0.27 0.21 0.24 0.01 0.54
N-NH,/N-Total (%) 5.39 4.68 5.09 1.69 0.33
Acido l4ctico: Acido acético 5.54 6.44 6.20 0.68 0.17

Media de tres repeticiones

2Ensilaje Control

*Ensilaje tratado con BPAL Homol4cticas
“Ensilaje tratado con BPAL homo- y heterolacticas
SError estandar de la media

SMedias con tendencias P < 0.15

"Etanol

efectos importantes de los tratamientos en las concentraciones de AL
y ETOH y tampoco efectos significativos (P > 0.05) sobre las variables
proporcionales de N-NH, /N-Total y AL:AA, pero la tendencia en estas
favoreci6 el uso de los aditivos al indicar menor degradacién de protei-
na y mayor predominaciéon lactica.

La interaccién entre tratamiento experimental y largo de fermen-
tacion en su efecto sobre las variables fermentativas evaluadas en este
experimento (pH y productos de fermentacién) careci6 de significaciéon
estadistica en todo caso (Cuadro 3). Es decir, que los ensilajes de los
distintos tratamientos no fueron afectados diferencialmente por el
paso del tiempo hasta los 90 d de fermentacién. Referente al efecto
principal de largo de fermentacién (LF), en general ya a los 15 d de
fermentacién se habia establecido el patrén de resultados que perdu-
rarian hasta los 90 d, sobretodo en el caso de pH, contenido de ETOH
y proporcion AL:AA. Las variables AL, AAy la relacion N-NH,/N-Total
mostraron una moédica tendencia ascendente con el tiempo. Los efectos
de LF resultaron significativos (P < 0.01) excepto en el caso de la pro-
porciéon AL/AA (Cuadro 3). En cambio, los tratamientos experimentales
no ejercieron efectos significativos en ninguna de estas seis variables
dependientes.

Teéricamente se esperaria que el material vegetativo inoculado con
BPAL tipo homofermentativas (THO) o aquel inoculado con la combi-
nacién de bacterias tipo homo- y heterofermentativas (THH) resulta-



Cuapro 3.—Efectos combinados de tratamiento experimental y largo de fermentacién sobre los valores medios de pH y productos de fermentacion

en ensilaje de maiz tropical tratado o no con inéculos microbianos.

Tratamiento Probabilidad
Componente LF TCN! THO? THH? EEM* TRT LF TRT*LF
pH 0 6.58 6.26 6.50 0.011 0.14 0.01 0.22
15 3.82 3.77 3.78
30 3.74 3.74 3.72
58 3.72 3.68 3.67
90 3.75 3.77 3.76
Productos de Fermentacién (%)
Acido l4ctico 0 0 0 0 0.154 0.22 0.01 0.46
15 2.29 2.51 2.58
30 2.23 2.52 2.13
58 2.25 2.71 2.08
90 2.92 3.20 3.66
Acido acético 0 0 0 0 0.005 0.73 0.01 0.39
15 0.38 0.43 0.36
30 0.43 0.33 0.35
58 0.47 0.44 0.39
90 0.52 0.45 0.58
1Control

2Ensilaje tratado con BPAL Homoldcticas
*Ensilaje tratado con BPAL Homo-y Heterolacticas

“Error Estandar de la Media, TRT = Tratamiento, LF = Largo de Fermentacién (dias)

$10Z KAVANV[ ‘T 'ON ‘86 "TOA "y J "a1u[] IEy [

6¢



Cuapro 3.—(Continuara ) Efectos combinados de tratamiento experimental v largo de fermentacion sobre los valores medios de pH y productos
de fermentacion en ensilaje de maiz tropical tratado o no con inéculos microbianos.

oy

Tratamiento Probabilidad
Componente LF TCN! THO? THH? EEM* TRT LF TRT*LF
ETOH 0 0 0 0 0.017 0.55 0.01 0.36
15 0.36 0.23 0.38
30 0.27 0.22 0.25
58 0.34 0.44 0.22
90 0.38 0.18 0.34
N-NH, / N-Total 0 2.44 1.60 2.30 1.691 0.33 0.01 0.86
15 5.46 4.65 445
30 5.24 4.29 5.29
58 7.00 6.00 6.84
90 6.82 6.84 6.55
Acido lactico:Acido acético 0 0 0 0 0.68 0.17 0.77 0.70
15 6.03 5.84 7.17
30 5.19 7.64 6.09
58 4.79 6.16 5.33
90 5.62 7.11 6.31
1Control

2Ensilaje tratado con BPAL Homol4cticas
*Ensilaje tratado con BPAL Homo-y Heterolacticas

“Error Estandar de la Media, TRT = Tratamiento, LF = Largo de Fermentacién (dias)

SONVIMALOVY SOTODONT /IV LH ZANDIHd0Y



J. Agric. Univ. PR. voL. 98, No. 1, JANUARY 2014 41

ran en ensilajes con mayor acidez, aportada principalmente por AL,
que el ensilaje control (TCN). La ausencia de semejante efecto en este
experimento coincide con las observaciones de otros investigadores de
que la adicién de indéculos microbianos antes de ensilar no siempre re-
sulta en ensilajes con mejores caracteristicas fermentativas (Schmidt
y Kung, 2010; Filya et al., 2004).

Filya et al. (2004) observaron que el maiz tratado con inéculos de
bacterias homofermentativas (L. plantarum y P. acidipropionici), fer-
mentado durante 60 dias, se transformé en ensilaje con mayores conte-
nidos de AAy acido propiénico al compararlo con el control. También se
ha demostrado variabilidad en la eficacia de bacterias heterofermenta-
tivas (i.e., L. buchneri) para mejorar las caracteristicas fermentativas,
lo que se atribuye a factores externos (i.e., forraje, tipo de suelo; Sch-
midt y Kung, 2010).

Por su parte Filya et al. (2006) y Adesogan et al. (2004) han se-
nialado que dos resultados indicativos del efecto positivo esperado de
las cepas bacterianas anadidas antes de ensilar son un aumento en la
relaciéon AL:AA y una reducci6n en la concentracién de NH, respecto al
ensilaje sin el inéculo. Estos efectos tampoco fueron prominentes en el
presente experimento.

Rajit y Kung (2000) no encontraron efectos de la inoculacién con ce-
pas de L. plantarum (30114 y 30115) sobre la fermentacién en ensilaje
de maiz y sugirieron que las cepas utilizadas poseian poca actividad
comparado con las bacterias epifiticas (i.e., lactobacilos); microorganis-
mos aparentemente dominantes en las etapas iniciales del proceso de
ensilamiento.

Ademais de la posible competencia causada por las altas poblacio-
nes de microorganismos epifiticos no beneficioso para la fermentacién
(i.e., levaduras, hongos) y hallados comtinmente en forrajes cosechados
bajo condiciones tropicales, otras posibles caracteristicas pertinentes
que podrian modificar el potencial efecto positivo de los aditivos mi-
crobianos incluyen su alta capacidad amortiguadora y voluminosidad,
debido al alto contenido de paredes celulares. Estudios locales previos
habian demostrado la falta de eficiencia de estos productos al usarse
con ensilajes de sorgo forrajero y hierba guinea (Rosario, 2012; Marti-
nez-Fleitas, 1998).

Estabilidad Aerébica

Forrajes ensilados en climas tropicales hiimedos y calidos podrian
ser mas susceptibles al crecimiento de microrganismos aerébicos du-
rante la fase de alimentacién comparado con forrajes ensilados en cli-
mas templados (Pahlow et al., 2003). Rodriguez (1996) encontré que
durante la exposicién aerébica las poblaciones de hongos y levaduras,
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que utilizan lactato como sustrato, fueron mayores en sorgo forraje-
ro ensilado en un ambiente tropical que en otro clima menos calido y
htimedo. La alta humedad y temperatura tienden a propiciar la proli-
feraciéon de microorganismos asociados con el deterioro aerdbico (i.e.,
levaduras, hongos, bacterias). Se ha identificado a las levaduras ae-
rébicas como el principal tipo de microrganismo que participa en el
deterioro de ensilajes hechos de plantas con alta proporcién de granos,
tales como maiz, trigo y sorgo (Filya et al., 2004; Ashbell et al., 2002).
Un mayor entendimiento de la actividad de inhibidores de estas leva-
duras, bacterias y hongos responsables de la inestabilidad de forrajes
conservados seria un adelanto clave para superar este problema. Algu-
nas observaciones indican que ensilajes tratados con bacterias homo-
fermentativas son mas inestables al ser expuestos al aire respecto a
ensilajes sin inocular (Filya et al., 2006). Una posible explicacién para
esto es que el acido lactico que se produce durante la fermentacion se
convierte en sustrato para microrganismos responsables del deterioro
aerodbico (i.e., levadura; Wohlt, 1989). Otros estudios apoyan el supues-
to de que la adicién de inéculos bacterianos tipo heterofermentativos
mejora la EA del ensilaje debido a una mayor concentracién de acido
acético durante la fermentacion, que al momento de exponer el ensilaje
a condiciones aerdbicas exhibe propiedades antimicéticas que contri-
buyen a controlar los microorganismos asociados al deterioro aerébico
(Danner et al., 2003).

El efecto principal de tratamiento sobre el pH de los ensilajes ex-
puestos al aire no resulté significativo. Sin embargo, el ensilaje de
THH tratado con bacterias homo- y heterofermentativas mostré una
temperatura media menor (P < 0.05) que el ensilaje control, sin dife-
rir del ensilaje de THO inoculado con homofermentativas solamente
(Cuadro 4).

CuaDRO 4.—Efecto principal de la adicién de inéculos microbianos sobre los valores me-
dios de pH v temperatura de ensilaje de maiz expuesto a condiciones aerébicas.*

Tratamiento
Componente TCN? THO?® THH* EEM® P
pH 5.43 5.30 5.43 0.118 0.118
Temperatura (°C) 30.8 a 30.3 ab 29.61b 0.207 0.002

!Media de tres repeticiones

2Ensilaje Control

*Ensilaje tratado con BPAL Homol4cticas

“Ensilaje tratado con BPAL Homo- y Heterolacticas

*Error estandar de la media

SMedias con diferentes letras en la misma fila difieren (P < 0.05)
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Cuapro 5.—Efectos combinados del periodo de exposicion aerébica v los tratamientos ex-
perimentales sobre los valores medios de pH y temperatura de ensilaje de maiz.*

Tratamientos Probabilidad
Componente Dia  TCN? THO? THH* EEM?* TRT® D" TRT*D
pH 0 3.76 3.74 3.73 0.13 0.11 0.01 0.20
1 4.02 3.8 3.75
i3} 6.78 6.5 6.89
5 7.19 7.16 7.85

Hora TCN THO THH EEM  TRT H8 TRT*H

Temperatura (°C) 0 27.44 26.57 26.38  4.46 0.01 001 0.67

6 29.48 28.38 28.27

12 30.00 28.78 28.56

18 30.23 28.70 28.28

24 31.16 30.73 28.83

48 33.53 33.39 33.40

72 35.05 35.08 34.86

96 30.51 30.83 30.28

120 30.38 30.65 28.80

!Media de tres repeticiones

2Control

*Ensilaje con BPAL Homol4cticas

*Ensilaje con BPAL Homo- y Heterolacticas
*Error Estandar de la media

STratamiento

"Dia

SHora

Referente al efecto del largo de exposicion aerébica, se observé que a
las 24 h el pH de los ensilajes tratados con ambos inéculos microbianos
fue menor que el del control (Cuadro 5). Este efecto no persistié pos-
teriormente y hasta los cinco dias de exposiciéon. Asimismo, relativo al
control hubo menores aumentos de temperatura en el ensilaje de THO
durante las primeras 18 h y el de THH hasta las 24 h, luego el efecto
beneficioso de los indculos desaparecié. El efecto principal del largo
de exposicién aerébica (D o H) fue significativa (P < 0.01) sobre estas
dos variables dependientes, pero no hubo efectos interactivos, TRT*D
o TRT*H significativos (P > 0.05).

Se ha sugerido que un incremento de 3° C sobre la temperatura
ambiente representa la produccién de calor suficiente para que un en-
silaje se clasifique como inestable bajo condiciones aerdbicas. En este
experimento, incrementos de tal magnitud se observaron después de
aproximadamente 30 h en el ensilaje control, 32 hen el de THOy 36 h
en el ensilaje THH (Figura 1).
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CuaDRO 6.—Efecto combinado promedio de dias de fermentacién v tratamientos experi-
mentales a través del largo de exposicion aerébica sobre el pH v la temperatura
en ensilaje de maiz.?

Tratamientos Probabilidad
Componente Dias TCN? THO? THH?* EEM* TRT®* LF TRT*LF
pH 15 5.52 28 543y 548y 0.13 0.11 0.01 0.18
30 575z 546y 546y
58 5.32 5.42 5.44
90 5.24 4.87 5383

Temperatura 15 30.03 a” 29.34ab 28.69b 446 0.01 0.01 0.03
30 33.04 a 31.83ab  30.48Db

58 29.70 a 29.38ab  2853b
90 30.53 30.48 30.74

!Control

2Ensilajes tratados con BAL Homolacticas

*Ensilaje tratado con BPAL Homo- y Heterolécticas

“Error estandar de la media

STRT = Tratamiento, LF = Largo de Fermentacién

SMedias con tendencias significativas (P < 0.15)

"Medias con diferentes letras en la misma fila difieren (P < 0.05)

Al examinar la relacién entre el LF y el pH y la temperatura de los
ensilajes expuestos al aire, se observan tendencias favorables al uso
de los inéculos a los 15 y 30 d, pero posteriormente, y hasta los 90 d
de fermentacién, las tendencias son inconsistentes relativo al control
(Cuadro 6).

El tratamiento (THH), con la adicién del inéculo combinado de bac-
terias tipo homo- y heterofermentativas, dio indicios de mejorar la EA
del maiz bajo las condiciones de laboratorio imperantes, evidenciado
por una menor temperatura durante los primeros 30 h de exposicién
al aire.

CONCLUSIONES

La adicién de dos indculos comerciales de BPAL, uno de tipo homo-
fermentativo y el otro de una combinacién de tipos homo- y heterofer-
mentativos, a razén de 10° ufc/g de material fresco al ensilar maiz en
microsilos bajo condiciones de laboratorio, no mejoré las caracteristicas
fermentativas del ensilaje resultante en el clima tropical local. El uso
de dichos in6culos mejoré ligeramente la EA de los resultantes ensila-
jes, observandose mayor efecto con la combinacién de los dos tipos de
BPAL.
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42
—-Ambiente =& Ambiente +3 =<=TCN —~=THO -e-THH
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24
0 6 12 18 24 48 72 96 120
Horas

Ficura 1. Temperatura observada durante el periodo de exposicién aerdbica en ensi-
laje de maiz de los tres tratamientos experimentales.
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