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RESUMEN

El objetivo de este trabajo, fue evaluar el efecto del agregado de un inoculante
microbiano comercial sobre parametros quimicos y microbiolégicos de granos de
sorgo humedo almacenados en silos experimentales de laboratorio durante 180 dias.
Con este fin, se obtuvo una muestra de sorgo de un establecimiento comercial, al
momento del ensilaje durante el llenado de silo-bolsas. Se elaboraron 20 silos
experimentales de laboratorio en envases plasticos, herméticos, con capacidad de 3
kg. A 10 silos se les aplico un tratamiento con inoculante, mientras los 10 restantes se
utilizaron como control. Se evaluaron pH, materia seca, concentracion de bacterias
acido lacticas (BAL), hongos totales, levaduras y géneros toxicogénicos. Los
resultados de pH, MS, recuento de BAL, hongos totales, levaduras y Penicillium fueron
comparados entre tratamientos (con y sin inoculante) por analisis de varianza ANOVA
y se buscaron correlaciones entre los parametros analizados. Los silos tratados vy
controles presentaron diferencias significativas en la MS (72.05 vs 69.34 + 3.8

P=0.003) y en las concentraciones de BAL (7.39 vs 6.71 + 0.28 P=0.04). Los demas
parametros no fueron afectados por el inoculante. La MS y el pH se correlacionaron
negativamente (r=-0.520; P=0.019). Las levaduras también se correlacionaron
negativamente con pH (r=-0.542; P=0.014) y positivamente con las poblaciones de
hongos (r=0.577; P=0.008). En cuanto al género Penicillium, se correlacion6
negativamente con los hongos (r=-0.452; P=0.026), presentando alta correlacion
positiva con las levaduras (r=0.896; P=<.0001). En conclusion el inoculante comercial
utilizado en este experimento disminuyd la MS e increment6 el recuento de BAL.



SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the effect of inoculant addition on chemical and
microbiological parameters of experimental silo wet grain sorghum stored for 180 days.
Sorghum grains samples were obtained from a farm and ensiled in 20 experimental
silos. Half of the silos were treated with a commercial inoculant and the others were
used as controls. Dry matter (DM), pH, lactic acid bacteria (LAB), fungal population,
yeast and toxicogenic mold were evaluated. ANOVA statistical analysis and
correlations were done. Among the treated and control silos, significant differences
were observed in DM (72.05 vs 69.34 = 3.8 P = 0.003) and in LAB count (7.39 vs 6.71
+ 0.28 P = 0.04). Other parameters were not affected by the inoculant. DM and pH
were negatively correlated (r = -0.520; P = 0.019). Yeasts were also negatively
correlated with pH (r = -0.542; P = 0.014) and positively correlated with mold
populations (r = 0.577; P = 0.008). Penicillium genus was negatively correlated with
other mold (r = -0.452; P = 0.026), but showing high positive correlation with yeasts (r

=0.896; P = <.0001). In conclusion, the inoculant used in this experiment decreased
DM and increased the LAB count.



INTRODUCCION

Una de las estrategias tecnologicas utilizadas en alimentacién animal, es la
utilizaciéon de ensilajes, complementando o sustituyendo las pasturas naturales
cuando estas son escasas. Entre estas estrategias, el ensilado hiimedo es un método
de conservacion en donde las bacterias acido lacticas (BAL) en condiciones
anaerdbicas convierten carbohidratos solubles en agua y &cidos organicos,
principalmente acido lactico. Como resultado el pH disminuye y el alimento humedo
evita el deterioro por microorganismos alterantes (McDonald y col., 1991). Si bien esta
tecnologia esta disponible en Uruguay desde hace tiempo, en las ultimas décadas su
uso se ha visto incrementado (Roviray Velazco, 2012).

Entre los granos mas utilizados en la alimentacion del ganado, se encuentran
maiz y sorgo. Es particularmente este Ultimo que se ha visto favorecido en parte por
el precio en relacién a otros cereales como maiz y en parte por sus caracteristicas de
cultivo, por lo que ha aumentado su area de siembra. Es por estos motivos, que se ha
visto que la superficie destinada al cultivo de sorgo granifero en los ultimos 15 afios,
ha pasado de 12.428 hectareas sembradas y 19.942 toneladas de grano producidas
en la zafra 1999/2000 (DIEA, 2015) a 81.700 hectareas de sorgo sembradas y 326.800
toneladas de grano producido en la zafra 2014/2015 (DIEA, 2015).

Uno de los principales destinos del sorgo granifero es la elaboracion de
ensilajes de grano humedo (Rovira y Velazco, 2012). Este tipo de reserva forrajera
puede realizarse en silos tipo torta, trinchera, silos verticales o silos tipo bolsa (silo-
bag), siendo ésta ultima la opcién mas difundida en Uruguay. El silo-bolsa tiene como
ventajas, la facilidad operativa, baja inversion relativa y buenas condiciones de
conservacion (Chalkling y Brasesco, 2003). Para mejorar el proceso de ensilaje, se
pueden aplicar aditivos que contribuyan a la creacion de condiciones éptimas que
permiten mejorar la conservacion y el valor nutritivo del alimento resultante
(Argamenteria y col., 1997).

El estudio del proceso de ensilado, simulando la conservacion de forrajes u
otros alimentos en silos de campo, también se puede realizar en silos experimentales.
Estos silos permiten realizar todos los analisis necesarios para caracterizar las
fermentaciones que tienen lugar, realizar andlisis estadisticos y asi establecer el
marco tedrico de los tratamientos estudiados. Ademas, permiten discriminar variantes,
como las ambientales y reducir el espectro de muestras a evaluar. Se clasifican en
dos grupos, silos de laboratorio con capacidad aproximada de 1 a 30 Kg de materia
fresca (MF) y los silos piloto, con capacidad entre 200 y 5000 kg de MF (Ojeday col.,
1990).

En el presente trabajo se elaboraron un total de 20 silos experimentales de
granos humedos de sorgo en envases de plastico herméticos de 3 kg de capacidad.
De estos, a 10 se adicion6 un inoculante microbiano, mientras que el resto fueron
utilizados como grupo control. El objetivo fue determinar el efecto del agregado de un
inoculante microbiano comercial sobre materia seca, pH, recuento de BAL vy
poblaciones flngicas totales y toxicogénicas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Cultivo de Sorgo

El sorgo es una graminea de origen tropical adaptada por mejoramiento
genético a diversos ambientes (Zamora, 2007). A pesar de ser un cultivo muy antiguo,
es a partir de fines del siglo XIX que alcanza un mayor desarrollo en diferentes
regiones agricolas del mundo (Veiga, 1986). Particularmente en Uruguay el cultivo de
sorgo ha tenido un incremento importante en los ultimos 15 afios, pasando de 12.428
hectareas sembradas y 19.942 toneladas de grano producidas en la zafra 1999/2000
(DIEA, 2003) a 81.700 hectareas de sorgo sembradas y 326.800 toneladas de grano
producido en la zafra 2014/2015 (DIEA, 2015).

La importancia del sorgo como parte integral de los sistemas productivos,
radica en su utilizacibn como alimento animal (Mari, 2003). Entre sus ventajas
presenta mayor resistencia frente a condiciones adversas del suelo y stress hidrico,
lo que le permite implantarse en suelos no aptos para el maiz. Son sus numerosas
raices fibrosas y ramificadas (Irigoyen y Perrachon, 2007), que le confieren estas
ventajas agrondémicas y le permiten una alta eficiencia en la utilizacion de nutrientes
(Siri, 2004). Ademas, su costo relativo es menor en relacién al del grano de maiz
(DIEA, 2015).

La estructura del grano de sorgo se compone de tres partes: pericarpio que es
la capa protectora que lo recubre (8% de la materia seca (MS)), embrion o germen (7
a 12% de la MS) y el endospermo que es el tejido que almacena el almidén (80 a 85%
de la MS) (Evers y col., 1999). Los granos estan constituidos por proteinas, lipidos,
carbohidratos, vitaminas, minerales, fibra, cenizas y compuestos fendlicos (taninos),
en porcentajes variables segun genotipo y ambiente. El contenido de proteina varia
entre el 5 al 19,3 %, en su mayoria son kafirinas de baja solubilidad y valor nutricional
debido a la carencia de aminoacidos esenciales (Seckinger y Wolf, 1973). El
contenido de lipidos es de 3 a 4%, siendo basicamente insaturados como el &cido
oleico y linoleico (Domanski y col., 1997). Su alto contenido de almidon, 70 a 80% de
MS, lo hace rico en energia 3.0 a 3.2 Mcal/Kg (Vallati, 2011). Los contenidos de fibra,
minerales y vitaminas del grano de sorgo son bajos (Ruskin y col., 1996).

Una de las caracteristicas que diferencian el grano de sorgo del resto de los
cereales, es la presencia de taninos. Estos son compuestos fendlicos de alto peso
molecular (500 a 3000 Dalton), son metabolitos secundarios de las plantas (Kumar y
Vaithiyanathan, 1990). Existen dos grupos de taninos, hidrolizables y condensados
(Reed, 1995). Estos ultimos sirven como defensa quimica contra pdjaros, insectos, la
colonizacion de hongos y accion del clima (Waniska, 2000).
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Tipos de sorgo

La eleccién del tipo de sorgo va a depender del objetivo de produccion, ya sea
pastoreo directo y fardos o para ensilaje y grano. En los primeros se utilizan las
variedades de sudan y sus hibridos, mientras que, para ensilaje y grano, son utilizados
los hibridos doble propoésito graniferos-forrajeros (Carambula, 2007).

Sorgos forrajeros: Se caracteriza por producir un volumen importante de forraje para
pastoreo o conservacion, con elevada produccion de MS, baja proporcién de grano,
alta capacidad de rebrote y macollaje (Coria, 2008). A su vez dentro de éste grupo
encontramos sorgos con caracteristicas que los diferencian como son:

Azucarados: caracterizados por poseer alto contenido de azucar en tallos, de
gran altura (1,70 a 3,50 m) con altos rendimientos en MS (Carambula, 2007).
Debido al mayor contenido de azUcares presentan alta calidad y palatabilidad,
con una aceptable produccion de grano. Lo que los hace aptos para el
pastoreo directo, uso como diferidos y elaboracion de reservas como rollos o
ensilaje (Coria, 2008).

Fotosensitivos: son hibridos mejorados caracterizados por su extenso periodo

vegetativo y gran volumen de forraje. Tienen buena aptitud para el pastoreo,
en Optimas condiciones ambientales para el cultivo pueden alcanzar hasta 4
metros de altura (Coria, 2008).

Nervadura marrén (BMR): presentan entre un 30 y un 50 % menos de lignina
(componente de la pared celular totalmente indigestible por los rumiantes) en
hojas y tallos, lo cual significaria una ganancia de hasta 10 % en la
digestibilidad de la MS. Lo que lo hace apto para el pastoreo directo y para la
confeccion de ensilaje (Marinissen y Melin, 2009).

Sudan: sorgos con altas producciones de MS por hectarea, elevada
capacidad de rebrote, macolladores y de baja proporcion de grano. Son los
mas adaptados para el pastoreo directo (Marinissen y Melin, 2009).

Graniferos: presentan alto potencial para producir grano, de bajo aprovechamiento en
pastoreo directo. Presentan buena aptitud para ensilar. Un 30-65% del rendimiento de
estos sorgos corresponde al componente grano (Coria, 2008).

Doble propodsito (DP): se caracterizan por contar una altura intermedia (1,60- 2,30m),
mas macolladores y foliosos. Son capaces de producir un importante volumen de MS
por hectarea, con una proporcion muy alta de granos en su composicion (Lus, 2009).

Sileros: son una combinacion entre sorgos graniferos y forrajeros azucarados
generando una aceptable relacion hoja, tallo, panoja, que permite generar un buen
ensilado, de buena produccion de MS por hectarea y aceptable calidad intrinseca
(Coria, 2008).
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Momento de la cosecha del sorgo

Para la elaboracién de silo de grano humedo es importante la humedad que
presenta el grano en el campo, siendo Optima entre 28 y 35%. Cuando el grano
alcanza este porcentaje de humedad se produce la madurez fisiol6gica, momento en
el que se interrumpe la comunicacion entre planta y grano. Esta etapa se caracteriza
por presentar el maximo peso seco, con la cantidad mas elevada de carbohidratos y
nitrogeno (Owens y col., 1997). En este nivel de humedad se dan los procesos de
fermentacion que permitirdn la conservacion de la calidad del grano ensilado. Por éste
motivo el momento de la cosecha debe ser correctamente identificado, en general es
cuando se observa un punto negro en la insercion del grano. Este es producto de la
muerte del tejido vascular y nos indica que a partir de este momento ya comenzé el
proceso de deshidratacion del grano (Scarpitta, 2008).

El retraso de la cosecha, luego que el grano ha madurado, puede implicar
pérdidas de rendimiento, por dafios del ambiente (pajaros, inclemencias climaticas,
pérdidas de plantas), accion de la cosechadora (mayores pérdidas cuanto mas seco)
y ademas por menor calidad del grano al disminuir el contenido proteico y la calidad
de almidones (Carrasco, 1990). Al cosechar con humedad muy elevada, podria
obtenerse menor cosecha por hectarea, por no haberse completado el llenado del
grano y podrian surgir dificultades en la cosecha. En contrapartida, la cosecha con
humedad inferior al 28%, estaria reduciendo la ventaja de cosecha anticipada.
Ademas, a medida que disminuye el contenido de humedad, el valor nutritivo del grano
es menor y la fermentacion del silo se hace mas dificil (Romero y col., 1996).

El grano de sorgo tiene el potencial para producir un excelente ensilaje ya que
dispone de suficiente cantidad de azlcares simples que son utilizados como sustrato
por las bacterias anaerébicas para la produccion principal de &cido lactico. Ademas,
contiene niveles bajos de proteina cruda, nutriente que en altas concentraciones actia
entorpeciendo el rapido descenso del pH (Rovira y Velazco, 2012).

Ensilaje

Es una herramienta técnica que permite transferir alimento de épocas de mayor
potencial de produccion a otras de menor potencial (Scarpitta, 2008). El ensilaje es un
conjunto de procesos bio-fisico-quimicos a que se somete el forraje verde hasta la
obtencion de un producto estable. Esto se logra por medio de una fermentacion lactica
en condiciones anaerdbicas, por aumento de acidez debido a la generacion y
acumulacion de &cido lactico que inhibe la presencia de microorganismos de la
putrefaccion (Rovira y Velazco 2012). Una vez transcurrido el tiempo de fermentacién
natural, se obtiene el silaje, alimento humedo voluminoso de forraje verde y/o grano
humedo, contenido en el silo (Benintende y Hass, 2010).

El ensilaje de grano humedo puede realizarse en silos tipo torta, trinchera, silos
verticales o silos tipo bolsa (silo-bag), siendo ésta ultima la opcién mas difundida en
Uruguay. El silo-bolsa tiene como ventajas, la facilidad operativa, baja inversiéon
relativa y buenas condiciones de conservacion (Chalkling y Brasesco, 2003).
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A modo de estudio, se pueden utilizar silos experimentales, que pueden ser de
laboratorio con capacidad aproximada de 1 a 30 Kg de materia fresca (MF) o silos
piloto, con capacidad entre 200 y 5000 kg de MF. Se pueden elaborar con diferentes
materiales, PVC, vidrio, acero y pueden contener valvula para facilitar la colecta de
efluentes y liberacion de gases. Las ventajas en relaciéon a los silos de campo, son su
menor tamafo, mayor niumero de muestras a estudiar, poder contar con elevado
namero de tratamientos, reduccién de costos y permiten discriminar variantes, como
las ambientales (Ojeda y col. 1990).

El proceso de ensilaje

El ensilaje como proceso puede dividirse en cuatro fases, una vez que el
material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto para excluir el aire (Merry
y col., 1997):

Fase | — Fase aerObica: Esta fase comprende el periodo cosecha-ensilaje y es
determinante en la calidad final del silo. Luego del picado y ensilado, el oxigeno
atmosférico presente en la masa ensilada disminuye rapidamente debido a la
respiracion de los granos y a los microorganismos aerobios y aerobios facultativos
como levaduras y enterobacterias (OudeElferink y col., 2001). La duracion de esta
fase es de unas pocas horas y depende principalmente de la cantidad de oxigeno
disponible. Esto es importante para suprimir la actividad de bacterias aerobias que
son indeseables en el proceso de fermentacién (Knicky, 2005). Por lo tanto, cuanto
menor sea el intervalo cosecha-ensilaje y mejor sea la compactacién, menor sera la
pérdida de nutrientes por respiracion y las bacterias lacticas tendran mas sustrato para
actuar; posibilitAndose asi una mejor conservacion (Barnes y col., 2003).

En caso de que el periodo de exposicion al aire se prolongue, se corre el riesgo
de que se produzca una excesiva respiracion aumentando la temperatura del grano lo
gue puede llevar a la desnaturalizacion de la proteina. Para optimizar esta fase se
debe atender especialmente las practicas de manejo que permiten obtener las
menores pérdidas posibles. Se debe tener en cuenta la humedad de la cosecha,
disminuir el tiempo entre cosecha y ensilado, realizar un correcto procesamiento del
grano, rapido llenado del silo, buena compactacion del material y buen sellado de la
estructura. En esta fase el nivel de pH es de 6,5 a 6,0 (Chalkling y Brasesco, 2003).

Fase Il — Fase de fermentacién: Comienza cuando ha desaparecido el aire del silo
(OudeElferink y col., 2001). A medida que el oxigeno es removido y la fermentacion
comienza, las bacterias predominantes son las aerobias facultativas. Estas convierten
azucares en una variedad de &cidos organicos (acido formico, acido acético, acido
lactico y algunas veces acido butirico), didxido de carbono (CO2) e hidrogeno (Hz).
Estos acidos son responsables por la disminucién temprana del pH del silo, lo que
lleva a un cambio en la poblacién bacteriana. Se produce el desarrollo de bacterias
acido lacticas (BAL), responsables de la produccion de acido lactico, fundamental para
obtener una adecuada conservacion (Gomes de Araujo, 2008).
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La produccion de &cido lactico lleva a una disminucién mas rapida del pH.
Dependiendo de las caracteristicas del material ensilado y de las condiciones en el
momento del ensilado esta fase puede durar desde una semana hasta mas de un mes
(Merry y col., 1997). Es la fase mas larga y se extendera hasta que el pH baje a 4-4,5
(Chalkling y Brasesco, 2003).

Fase lll- Fase de estabilizacion: Al alcanzar ese pH 4-4,5 la mayoria de los
microorganismos de la fase anterior lentamente reducen su presencia (OudeElferink
y col., 2001). El medio se estabiliza y el material ensilado se conserva sin perder mas
calidad. Es importante tener en cuenta que el nivel de pH del silo es un buen indicador
de la calidad y tipo de fermentacion ocurrida. El pH final del silo depende en gran
medida del material ensilado, en el caso del silo de sorgo himedo el pH 6ptimo se
encuentra entre 4 y 4.5 (Chalkling y Brasesco, 2003).

Fase IV- Fase de deterioro aerdbico: Esta fase comienza con la apertura del silo y
la exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se requiere extraer y
distribuir el ensilaje. El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas. La primera
se debe al inicio de la degradacion de los acidos organicos que conservan el ensilaje,
por accion de levaduras y ocasionalmente por bacterias que producen acido acético.
Esto induce un aumento en el valor del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa
de deterioro; en ella se constata un aumento de la temperatura y la actividad de
microorganismos que deterioran el ensilaje, como algunos bacilos. La ultima etapa
también incluye la actividad de otros microorganismos aerébicos, también facultativos,
como mohos y enterobacterias. El deterioro aerdbico ocurre en casi todos los ensilajes
al ser abiertos y expuestos al aire. Sin embargo, la tasa de deterioro depende de la
concentracion y de la actividad de los organismos que causan este deterioro en el
ensilaje (Honig y Woolford, 1980).

pH Acido Lactico
o ]
= Oxigeno
fase | Fase - | Fase
\aerobica! :_fE"TIE“tﬂElﬂ“ ) estabilizacion

tiempo (Dias)

Figura 1. Fases del ensilado (Fuente: Pitt y Shaver, 1990).
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Para evitar fracasos al ensilar un material, es importante controlar y optimizar
el proceso de ensilaje de cada fase. Las buenas practicas en la Fase | implican una
rapida compactacion y eliminacion del aire, minimizando los procesos de respiracion
y pérdida de nutrientes, por lo que se debe ajustar la operativa de cosecha, tamafio
de particula (picado), proceso de compactacion y sellado del silo; para asi llegar con
la mayor proporcion posible de nutrientes a la fermentacion lactica de la Fase Il
(Sewell y Wheaton, 1999). Durante las Fases Il y Ill se tienen pocos medios para
controlar el proceso de fermentacion. Pero se puede recurrir al uso de aditivos que se
aplican al momento de ensilar (Chalkling, 2004).

Para minimizar el deterioro en la Fase IV, durante el almacenaje es preciso asegurar
un silo hermético; reparar las roturas de la cobertura del silo. Durante el suministro
puede minimizarse el deterioro manejando una rapida distribucién (recomendandose
una velocidad de avance en el frente de extraccion del silo de unos 20 cm diarios en
invierno y 30 cm en verano (Gaggiotti y col., 2001).

Microbiota del silo

El éxito del proceso de conservacion de alimentos ensilados depende en parte
de la microbiota que se halla presente. Los principales microorganismos en las plantas
son bacterias productoras de acido lactico (BAL), enterobacterias, levaduras y mohos.
La microbiota total, en forrajes frescos, antes del ensilaje, varia entre 10°y 10° UFC/g-
! de forraje (Pahlow y col., 2003). La poblacién natural juega un papel clave para el
éxito del proceso de conservacion. Pueden dividirse en dos grupos principales, los
microorganismos benéficos y los indeseables. Los benéficos son bacterias que
producen acido lactico (BAL) (Titterton y col.,, 2001). Los indeseables, causan
deterioro anaerdbico como clostridios y enterobacterias o deterioro aerébico como
levaduras, bacilos, Listeria spp. y mohos. Muchos de estos reducen el valor nutritivo
del ensilaje y pueden ademas afectar la salud de los animales como es el caso de
Listeria monocytogenes o Clostridium botulinum (OudeElferink y col, 2001).

Bacterias acido lacticas

La mayoria son mesdfilos, o sea que pueden crecer en un rango de
temperaturas que oscila entre 5° y 50°C, con un éptimo entre 25° y 40°C. Son capaces
de bajar el pH del ensilaje a valores entre 4 y 5, dependiendo de las especies y del
tipo de forraje. Todos los miembros del BAL son aerobios facultativos, pero muestran
cierta preferencia por la condicién anaerdbica (Hammes y col., 1992). Las BAL juegan
un rol importante durante el proceso de fermentacién, estas bacterias fermentan los
carbohidratos hidrosolubles del forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad,
acido acético (Merry y col., 1997).

El nimero de BAL presentes en diferentes forrajes puede variar de 10-10°
UFC/g (unidad formadora de colonias/gramo) de materia verde (MV) (Cussen y Neira,
1998). Cussen y Neira (1998) indicaN que hay un incremento de las BAL durante el
periodo comprendido entre la cosecha y la confeccion del ensilaje. Esto ocurre en
cultivos densos y voluminosos, con alta humedad ambiental, baja intensidad luminica
y temperaturas calidas.
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Caracteristicas inherentes al material a ensilar, como MS y carbohidratos
solubles, junto a caracteristicas de las BAL, como velocidad de desarrollo, tolerancia
al pH y osmotolerancia, influyen en la competencia con la microbiota acompafante.
La prevalencia de las BAL durante el proceso de fermentacion asegura un valor 6ptimo
de pH limitando el desarrollo de microorganismos indeseables (McDonald y col., 1991,
OudeElferink y col., 1999).

Con base en su metabolismo de los azucares, los miembros BAL pueden ser
clasificados como homofermentativas obligadas, heterofermentativas facultativas y
heterofermentativas obligadas (McDonald y col., 1991). Los homofermentadores
obligatorios producen mas del 85% del acido lactico a partir de hexosas (azucares Cs)
como la glucosa, pero no pueden degradar las pentosas (azucares Cs) como la xilosa
(Hammes y col., 1992; Schleifer y Ludwig, 1995); e incluyen los géneros Pediococcus,
Streptococcus, Lactococcus y algunos Lactobacillus (Aarnikunnas, 2006).

Los heterofermentadores facultativos producen &cido lactico a partir de la
glucosa y pueden degradar pentosas produciendo acido lactico, etanol y/o &cido
acético. El mayor nimero de especies que presenta este tipo de fermentacion
pertenecen al género de Lactobacillus con un aproximado de 12 especies, dentro del
género Pediococcus existen 5 especies identificadas con la capacidad de realizar la
fermentacion mediante las rutas metabolicas mencionadas (Stiles y Holzapfel, 1997).

Los heterofermentadores obligatorios fermentan las hexosas a &cido lactico,
CO2 y etanol y/o acido acético y las pentosas son degradadas a acido lactico y acido
acético. Los heterofermentadores obligatorios incluyen miembros del género
Leuconostoc y algunos Lactobacillus como L. brevis y L. buchneri (Hammes y col.,
1992). En los ensilajes las BAL méas deseables son las homofermentativas debido a
gue hacen un uso eficiente de los carbohidratos, produciendo exclusivamente acido
lactico y por lo tanto provocando una fuerte caida en el pH (Cussen y Neira, 1998).

A las BAL se les atribuye un alto poder antimicrobiano, no solo debido a la
acidificacion del medio, sino porque muchos de los &cidos que producen, actian
directamente sobre diferentes microorganismos, produciendo ademas una serie de
sustancias con efectos antimicrobiales reportados como butanona, 3-
hidroxipropionaldehido, acetaldehido, peréxido de hidrégeno, radicales hidroxilo y
algunos péptidos como la bacteriocina (Broberg y col., 2007).
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Microorganismos indeseables - Fermentaciones secundarias

Enterobacterias: también llamadas coliformes (Escherichia coli, Klebsiella,
Enterococus), varian en los forrajes de 103-10” UFC/g MV (McDonald y col., 1991). Se
encuentran presentes en el tracto digestivo de los animales y del hombre. Son
bacterias anaerobias facultativas, los factores que determinan su crecimiento en el
ensilaje, son un pH entre 5,5-7, presencia de oxigeno y la presencia de carbohidratos.
Como resultado de la fermentacion de carbohidratos producen principalmente acido
aceético y etanol. Si bien la mayoria de las enterobacterias que pueden estar presentes
en un ensilado no son patégenas, establecen una competencia con las BAL por los
azucares y degradan las proteinas. Esto provoca una reduccién del valor nutritivo del
alimento por la merma de las proteinas del ensilado y por la formacion de compuestos
toxicos (aminas biégenas) como producto de la degradacion proteica. Este proceso
degradativo altera la palatabilidad del alimento (Mc Donald y col., 1991; Van Os y
Dulphy, 1997). Ademas, el amoniaco (NHz) producido en este proceso actlla como
buffer provocando un aumento del pH y debilitando el efecto inhibidor sobre especies
nocivas (Woolford, 1984). Las practicas de un adecuado ensilaje que favorezcan un
rapido y significativo descenso de pH en el ensilaje inhiben el desarrollo de estas
bacterias (McDonald y col., 1991, OudeElferink y col., 2001).

Bacilos son microorganismos Gram positivos, aerobios facultativos de forma cilindrica
gue forman esporas (OudeElferink y col., 2001). Pueden fermentar hidratos de
carbono y producir etanol, glicerol, 2,3-butanodiol y &cidos organicos incluyendo
lactato. Sin embargo, la produccion de acido lactico por bacilos no es eficiente como
la de las BAL (McDonald y col., 1991), y ademas en las etapas finales incrementan el
deterioro aerdbico (Lindgren y col., 1985). Por esta razén la proliferacion de bacilos
en los ensilajes debe ser evitado, tratando de mantener las condiciones de
anaerobiosis y reducir toda contaminacion inicial del ensilaje con tierra o estiércol
(McDonald y col., 1991).

Clostridios son bacterias anaerdbicas que forman endosporas. Muchas de ellas
pueden fermentar tanto carbohidratos como proteinas, por lo cual disminuyen el valor
nutritivo del ensilaje y crean problemas al producir aminas biogénicas (OudeElferink y
col., 2001). Clostridios sacaroliticos que fermentan hidratos de carbono incluyen a
Clostridium tyrobutyricum y C. butyricum, especies regularmente aisladas a partir de
ensilaje. ElI C. tyrobutyricum, un organismo acido tolerante, ademas de poder
fermentar carbohidratos, también puede degradar el acido lactico en acido butirico, Hz
(Dihidrogeno) y CO2 (Diéxido de carbono) (Gibson, 1965). Un tipico ensilaje con
clostridiales es caracterizado por un alto contenido de &cido butirico, un pH alto, mayor
a 5 y un alto nivel de amoniaco y aminas (Kleter y col., 1982, Huchet y col., 1995).
Para evitar la presencia de estas bacterias, es necesario lograr una acidificacion
rapida, mantener la temperatura baja y la estabilidad del ensilaje a un punto critico de
pH 4-4.5 (Barnes y col., 2003).

Los clostridios pueden causar problemas de salud, particularmente una especie
extremadamente toxica es Clostridium botulinum que provoca el botulismo. Esta es
una enfermedad de origen toxico de los animales domésticos y el hombre, causada
por la ingestion de toxinas producidas por el C. botulinum. Debido a su baja tolerancia
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a medios acidos, estas bacterias no se desarrollan en ensilajes bien fermentados. Su
presencia en ensilajes corresponde casi siempre a la descomposicion de cadaveres
de pajaros, ratones entre otros (Gevehr y Riet-Correa y col., 2007).

Bacterias productoras de acido acético: Son acido tolerante y aerébicas obligatorias,
hasta ahora todas las bacterias acido acéticas que se han aislado del ensilaje son
pertenecientes al género Acetobacter (Spoelstra y col., 1988). La actividad del
Acetobacter spp. en el ensilaje es indeseable ya que estas bacterias pueden iniciar un
deterioro aerébico, oxidando lactato y acetato para producir CO2 y agua (Chalkling,
2004).

Listeria: Los integrantes del género Listeria son organismos aerobios o anaerobios,
mévil, Gram positivas, no esporuladas, saproéfito que vive en el suelo y plantas. Se
puede encontrar también en las secreciones de animales aparentemente sanos. La
especie mas importante en vista de la calidad del ensilaje es Listeria monocytogenes,
una especie anaerobia facultativa y patégena tanto para los animales como para el
hombre. El desarrollo y supervivencia de L. monocytogenes en el ensilaje estan
determinados por fallas en asegurar un ambiente anaerdbico, y por el valor de pH del
ensilaje. Puede tolerar bajos niveles de pH entre 3,8 a 4,2 por largos periodos siempre
gue exista oxigeno, aun a exiguas concentraciones. La contaminacién con Listeria
usualmente penetra pocos centimetros dentro del ensilaje, pero esta capa
contaminada puede contener una gran cantidad de bacterias. Una de las formas méas
comunes de presentacion es por consumo de restos de ensilaje que han quedado de
un afio para otro. Hasta el momento, el mejor método para prevenir su desarrollo es
mantener un ambito anaerdbico (McDonald y col., 1991).

Hongos

Se dividen en unicelulares o levaduras y pluricelulares o mohos (McDonald y
col., 1991). Las levaduras son microorganismos eucariotas, anaerobios facultativos y
heterétrofos. En condiciones anaerobias las levaduras fermentan azlcares
produciendo etanol y CO2 (McDonald y col., 1991), y otras especies degradan el acido
lactico en CO2 y H20. La produccién de etanol disminuye el azucar disponible para
producir acido lactico, mientras que la degradacion del acido lactico eleva el valor del
pH del ensilaje, lo cual a su vez permite el desarrollo de otros organismos indeseables
(OudeElferink y col., 2001).

La supervivencia de las levaduras durante el almacenaje depende de la
severidad de la anaerobiosis y la concentracion de acidos organicos. La presencia de
oxigeno facilita la supervivencia y el desarrollo de las levaduras durante el almacenaje
(Donald y col., 1995), mientras que un contenido elevado de acido acético reducen su
supervivencia (OudeElferink y col., 1999).

Las poblaciones de levaduras pueden alcanzar hasta 10’ UFC/g durante las
primeras semanas del proceso de ensilaje; un periodo prolongado de almacenaje
reduce gradualmente la presencia de levaduras (Jonsson y Pahlow, 1984). La
actividad inicial de las levaduras parece ser incrementada en forrajes que generan
niveles bajos de pH (<5), por ejemplo, cuando se trata de materiales con un alto
contenido de azlcares (papas, cascaras de naranja o remolacha azucarera), o cuando
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se emplean aditivos acidos. Bajo estas condiciones el ensilaje resultante tiene
concentraciones altas de etanol y bajas en acido lactico (Henderson y col., 1972).

Los hongos son organismos eucariotas. Estos crecen en condiciones aerobias
y a un pH de 3 a 8. Oxidan carbohidratos a CO2 y H20. Proliferan en la superficie del
ensilado, debido a la entrada de aire durante el periodo de almacenamiento o cuando
se expone el ensilaje al aire por un periodo prolongado durante la alimentacion. Su
presencia en un ensilaje es facil de identificar debido a los filamentos de diversos
colores y de gran tamafio que producen muchas de sus especies. Durante la fase IV
o de deterioro aerdbico del proceso del ensilaje, todo el contenido puede ser invadido
por hongos (Mc Donald y col., 1991).

Los mohos disminuyen el valor nutritivo y la palatabilidad del ensilaje, y
producen potentes toxinas, por estas razones son indeseables en los silos. Las
esporas de mohos pueden asociarse a ciertas afecciones pulmonares y reacciones
alérgicas (OudeElferink y col., 2001). Otro problema de salud asociado con hongos,
son las micotoxinas. Estas son metabolitos secundarios producidos por hongos
encontrados en una gran variedad de productos agricolas (plantas, henos, silos,
granos, subproductos y otros). Son los contaminantes naturales de alimentos mas
extendidos a nivel mundial. Altamente toxicos, mutagénicos, cancerigenos,
teratogénicos e inmunosupresores. Debido a su gran variedad de efectos téxicos y a
su termorresistencia, la presencia de micotoxinas en alimentos es considerada de alto
riesgo para la salud humana y animal (Méndez y Moreno, 2009).

Dentro de los principales géneros de hongos de interés pecuario se destacan
fundamentalmente: los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium (Osweiler, 2000).
Los hongos de almacenamiento mas importantes corresponden a especies de
Aspergillus y Penicillium, en cambio las especies de Fusarium invaden las plantas
fundamentalmente en el campo (D’Mello y col., 1999).

Entre las micotoxinas, las aflatoxinas, son producidas por los hongos del género
Aspergillus sp. (A. flavus, A. parasiticus y A. nomius). Se conocen varias aflatoxinas,
destacandose Bi, B2, G1, G2, M1y M2. Entre las principales micotoxinas producidas
por el género Fusarium los Tricotecenos: Deoxynivalenol (DON), nivalenol, Toxina T-
2 y Diacetoxyscirpenol (DAS); la Zearalenona y las Fumonisinas (FB1, FB2, FB3)
(Méndez y Moreno, 2009).

Para reducir el desarrollo de hongos, las técnicas de ensilaje deben de
minimizar el ingreso de aire bajo una excelente compactacion y cierre hermético de la
reserva. Se pueden utilizar ademas aditivos que inhiben el deterioro aerdbico y asi
poder prevenir o limitar el desarrollo de estos contaminantes (OudeElferink y col.,
2001).
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Efecto del pH del ensilaje

Cuando el pH de un ensilaje es superior a 5 pueden actuar bacterias
indeseables que fermentan los carbohidratos y acidos organicos produciendo &acido
butirico, dioxido de carbono e hidrégeno, con cambios en el color y olor del silo.
Incluso, otros microorganismos proteoliticos fermentan a los aminoacidos y generan,
especialmente, amonio (olor a amoniaco o a orina) y aminas (olor a puatrido). Estas
Ultimas son potencialmente reductoras del consumo voluntario de los animales
(Bergen y col., 1974).

Las bacterias coliformes acttan particularmente cuando el forraje posee un
elevado porcentaje de humedad, alto contenido de proteinas (leguminosas) o bajo
nivel de azucares. Las fermentaciones generadas por estos microorganismos
producen una disminucién tanto de la MS del ensilaje como de la energia del mismo
(Muck, 1988). Sin embargo, la accidn de estos microorganismos se ve inhibido cuando
el pH es inferior a 4.5, por ello, en la medida que éste descienda rapidamente se
reducen las pérdidas causadas por estos agentes (Fernandez, 1999).

Estabilidad aerdbica de ensilajes

Una vez que el silo ha sido abierto para remover el material, el ingreso de aire
es inevitable, lo que promueve el crecimiento de microorganismos tolerantes a acidos
y la oxidacion de los productos de la fermentacion presentes en el ensilado (Danner y
col., 2002). La resistencia a esos cambios indeseables, que se conoce como
estabilidad aerdbica, es uno de los atributos mas apreciados de los ensilados. Los
carbohidratos solubles en agua y el acido lactico son sustratos para hongos y
levaduras y ademas oxidan otros acidos producto de la fermentacion (Filya y col.,
2004).

Es la accion de estos microorganismos que inicia el deterioro aerébico
causando reduccién del valor nutricional de los ensilados e incrementando el riesgo
de gque comiencen a actuar microorganismos potencialmente patégenos (Driehuis y
col., 2001). El deterioro aerobico del ensilado puede afectar la salud animal, y por
tanto afectar la rentabilidad de la unidad de produccién (Kristensen y col., 2010).

Al tratarse de un proceso biologico en el que se genera calor, se produce un
aumento de la temperatura en la masa ensilada que conlleva serias pérdidas de MS
y gran disminucién de la digestibilidad de la proteina, unido a elevados valores de pH,
muestra de la inestabilidad alcanzada (de la Roza, 2005). Las pérdidas en MS en
ensilados expuestos al aire durante diez dias pueden superar el 30 %, el pH puede
llegar a alcanzar un valor de 9 y la digestibilidad de la proteina disminuye al
incrementarse la temperatura de la masa ensilada incluso por encima de los 60°C
(Martinez y col., 2001).
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Aditivos para ensilaje

A partir de la década del ‘90, el uso de aditivos para favorecer las condiciones
de almacenaje o reducir procesos de deterioro durante el suministro de ensilajes,
comenzaron a hacerse mas comunes (OudeElferink, y col., 2001). Estos productos
y/o sustancias estimulan la fermentacion lactica aumentando el sustrato
fermentescible o creando condiciones adecuadas (bajo pH) para lograr una rapida
estabilizacion y por ende, menores pérdidas. Otros en cambio, actlan inhibiendo las
fermentaciones secundarias que dafiaran la calidad final del ensilaje (Fernandez,
1999).

Un problema practico que presentan algunos aditivos es su haturaleza
corrosiva que puede dafiar equipos y constituir un riesgo para su manipulacion. Los
aditivos bioldgicos no son corrosivos y no hay peligro en su manipulacion (Gaggiotti y
col., 2001; OudeElferink, y col., 2001; Romero y col., 1996).

Los aditivos se pueden dividir en cinco (5) categorias, (McDonald y col., 1991)

I.  Los estimulantes de la fermentacion: bacterias acido lacticas (BAL), azucares
(melaza) y enzimas.

II. Inhibidores de la fermentacion: acido férmico y acido lactico (o su sal
correspondiente), acidos minerales, nitritos, sulfitos y cloruro de sodio.

[ll. Inhibidores de deterioro aerébico: bacterias acido lacticas (BAL), acidos
propionico, benzoico y sérbico (o su sal correspondiente).

IV. Nutrientes: urea, amoniaco y minerales.

V. Absorbentes: pulpa seca de remolacha azucarera y paja.

Estimulantes de la fermentacién
Inoculantes Microbianos

La idea de agregar al material que entra al silo un cultivo bacteriano de cepas
seleccionadas para promover una fermentacion deseable, existe desde principios de
siglo XX (McDonald y col; 1991). Sin embargo, el uso de inoculantes biolégicos para
ensilados se ha convertido una practica comun en las ultimas décadas. Estos aditivos
bacterianos contienen cepas de bacterias acido lacticas (BAL) que ayudan a una
rapida y eficiente fermentacion de los materiales ensilados (Contreras-Govea y Muck,
2006). Los microorganismos seleccionados, generan naturalmente una rapida
acidificacion, al disminuir el pH, lo que permite la estabilizacion del forraje y evita la
proliferacion de hongos y levaduras. Ademas, permite una conservacion mas
prolongada en el tiempo y un mejor aprovechamiento del ensilado por los animales
(McDonald y col., 1991).
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El inoculante puede contener una o mas cepas de BAL. Estas, pueden ser
homofermentativas o heterofermentativas, dependiendo de cémo fermentan los
azucares de la planta. Ambos tipos de BAL mejoran la calidad del ensilaje, aunque
tienen diferentes funciones y actian en distintas fases del proceso de ensilaje
(Queiroz, 2014).

Las bacterias homofermentativas como Lactobacillus plantarum, L. casei,
Pediococcus spp., Yy Enterococcus spp., producen principalmente acido lactico
(Contreras- Govea y col., 2009). Estas, al reducir rapidamente el pH, minimizan las
pérdidas de MS, disminuyendo la protedlisis y la formacion de amonio. Ademas,
aumentan el acido lactico y la digestibilidad de la MS. Una reduccion rapida en el pH
también puede inhibir bacterias que producen acido butirico, producto de una mala
fermentacion que produce un mal olor (Muck y Kung, 1997). El control en la
fermentacion secundaria puede ocasionar un aumento en la recuperacion de MS al
final de la fermentacién (Kung, 2003). De esta manera, el principal beneficio del uso
de bacterias homofermentativas es reducir las pérdidas de energia, nutrientes y MS
asociadas con la fermentacion secundaria (Huisden y col., 2009).

Las bacterias heterofermentativas como L. buchneri producen &cido lactico,
acido acético, etanol y biéxido de carbono (Muck, 2008). El acido lactico baja el pH
mas rapido, en consecuencia disminuye la actividad enzimatica, inhibiendo otras
bacterias. El acido acético producido por las bacterias heterolacticas puede también
reducir la fermentacion de etanol producida por las levaduras, inhibiendo el
crecimiento fangico en forrajes con alta concentracion de azucares (Queiroz, 2014), y
mantiene una mayor estabilidad aerébica que el acido lactico (Contreras- Goveay col.,
20009).

El principal propdsito de los inoculantes heterofermentativos es mejorar la
estabilidad aerdbica a través de reducir el nivel de levaduras en el ensilaje (un alto
nivel de levaduras puede causar calentamiento). La principal BAL heterofermentativa
usada es Lactobacillus buchneri. Un problema con L. buchneri es que crece mas lento
gue otras bacterias en el ensilaje, por tanto, las bacterias naturales homofermentativas
promoveran la fermentacion inicial, y mas tarde L. buchneri convertira el acido lactico
a acido acético (Muck, 2008).

La combinacion de ambos tipo de BAL presenta como ventaja potencial tener
una rapida reduccién inicial en el pH controlada por las bacterias homofermentativas
y mas tarde una buena estabilidad aerdbica que es controlada por bacterias
heterofermentativas produciendo méas acido acético (Contreras- Govea y col., 2009).

Estos aditivos presentan algunas ventajas sobre los otros tipos de aditivos,
seguridad en su manejo, baja tasa de aplicacion por tonelada de forraje y no
contaminan el medio ambiente. La presentacion de los inoculantes en el mercado es
en estado polvo para diluir en agua, se aplica durante el proceso de ensilaje mediante
un mixer respetando las instrucciones del fabricante, para asegurar un mezclado
perfecto y permitir un rapido inicio de la fermentacion (Contreras-Govea y Muck,
2006).

Enzimas
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Las enzimas son una nueva clase de aditivos para silos. Reducen el contenido
de fibra por degradacion de las paredes celulares (Yang, 1999). La mayoria de las
enzimas usadas en aditivos son subproductos o extracto fermentativo microbiano
(Bacillus spp) o fungico (Trichoderma spp y Aspergillus spp) que tiene uno o mas tipos
de actividad enzimatica (Rode y col., 1999).

Existen varios tipos de enzimas disponibles para ser utilizadas como aditivos
en silos, la hemicelulasa, que degrada la hemicelulosa en pentosas, dejando
disponible azucares para ser utilizados en el proceso de fermentacién, y ademas
siendo consideradas responsables por la reduccion del contenido de la fibra neutro
detergente (FDN), la celulasa, enzima que degrada la celulosa en glucosa, y
responsables por la reduccion del contenido de fibra neutro detergente (FDN) y fibra
acido detergente (FDA). La amilasa, que degrada el almidén y la pectinasa que
degradan las pectinas (Pitt, 1990). Comunmente las enzimas se utlizan en
combinacion con los microorganismos lacto génicos. La adicion de preparaciones de
enzimas, solas o en combinacion con inoculantes, se propone como una estrategia
para aumentar el substrato disponible y mejorar la fermentacién lactica del ensilaje
(Yang, 1999).

Azlcares (melaza)

La melaza ha sido utilizada como estimulante de fermentacion desde hace afios
y recientemente ha habido un renovado interés en su uso. Es un subproducto de las
industrias de la cafia de azlucar y azucar de remolacha. Contiene 79% de
carbohidratos solubles, siendo la sacarosa el componente principal. Proporciona una
fuente relativamente barata de hidrato de carbono fermentecible para las BAL y se ha
aplicado a razén de 18-36 kg/tonelada de forraje fresco. Numerosos experimentos con
ensilajes han demostrado que la melaza es un eficaz aditivo en términos de promocion
de la fermentacién lactica, reduccién de pH del ensilaje, desalentando la fermentacion
clostridial y protedlisis, y disminuyendo en general las pérdidas de materia organica.
Es especialmente beneficioso cuando se aplica a los cultivos forrajeros con bajo
contenido de carbohidratos fermentecibles para las BAL (Kung, 1999).

Sin embargo, el hecho de suplir aztcar no es suficiente para permitir que las
BAL puedan competir exitosamente con otros componentes de la microbiota del
ensilaje y asegurar una buena preservacion. Incluso, bajo condiciones de alta
humedad, la melaza puede también inducir un deterioro clostridial (Woolford, 1984).

Su aplicacion directa es dificil debido a su alta viscosidad, por lo que se
recomienda diluirla, preferiblemente con un pequefio volumen de agua tibia para
minimizar las pérdidas por escurrimiento. En forrajes de cultivos con muy bajo
contenido de MS, una parte considerable del aditivo puede perderse en el efluente del
silo en los primeros dias del ensilaje (Henderson, 1993).

23



Inhibidores de la fermentacién

Este tipo de aditivos podria utilizarse en todo tipo de ensilaje, pero en la practica
se utilizan solamente en cultivos con bajo contenido de carbohidratos hidrosolubles
y/o alta capacidad tampon, como las leguminosas. En algunos paises los inhibidores
mas difundidos son las sales, por su facilidad de manejo y seguridad de manipulacion
frente a los acidos (McDonald y col., 1991; OudeElferink y col 2001).

Los acidos inorganicos utilizados incluyen acido sulfurico, clorhidrico y
fosforico. Se pueden afadir al ensilaje individualmente o como mezcla. Ensilajes
tratados con &cido sulfurico, tienen un pH bajo, con reduccion de la protedlisis,
reduccion de la concentracion de acido lactico, acético y butirico, y mayor
concentracion de carbohidratos en comparacion con el ensilaje no tratado. No tienen
propiedades antimicrobianas especificas, simplemente actian como agentes
acidificantes (Drysdale, 1987).

El 4&cido formico (85%) posee efecto bactericida en determinado valor de pH,
reduce niveles de acidos organicos, asi como el pH del ensilaje a través del aumento
de la concentracion de iones de hidrogeno del medio. Se ha utilizado en dosis de 5 a
6 L/tonelada de MV, diluido con agua. Para que su accion sea eficaz, necesita ser
rociado sobre el forraje picado. La formalina (solucion 35-40 % de formaldehido) se
ha empleado para disminuir la degradacion proteica en el silo. ElI formaldehido
restringe considerablemente la fermentacion del ensilaje (Boin, 1975). Este tipo de
aditivos pueden inhibir el desarrollo de clostridios y de sus formas de resistencia, las
esporas en ensilajes (OudeElferink y col., 2001).

La sal comun (cloruro de sodio) no debe ser empleada, debido a que causa un
efecto contrario sobre la acidificacion del material, al ejercer un efecto amortiguador
al descenso del pH. En esas condiciones, se desarrollan fermentaciones indeseables
gue pueden perjudicar la calidad del ensilaje (Fernandez, 1999).

Inhibidores de deterioro aerdbico

La adicién de acidos organicos acidifica rapidamente forrajes inhibiendo asi el
crecimiento de Clostridios y enterobacterias que aumentan las pérdidas de MS y la
degradacion de proteinas durante el ensilaje. Ejemplos de tales acidos incluyen
propiénico, benzoico, sorbico y acido formico. El &cido propidnico y sus mezclas con
otros acidos como el acético son usados para reducir las pérdidas por fermentaciones
secundarias durante la apertura del silo y para mejorar la vida del mismo. Inhibe el
desarrollo de hongos y levaduras (Ramirez, 1999).

Cuando se afiade 1 a 2% del peso fresco, el acido propionico limita las pérdidas
de MS, pero es corrosivo. La sal del &cido propidnico, propionato de amonio, es menos
corrosiva y cuando se aplica a concentraciones de 0,1 a 0,2% no puede afectar la
fermentacion, pero puede mejorar la estabilidad aerdbica (Kung, 2000). Los acidos
sorbico y benzoico también muestran gran actividad antimicrobiana (McDonald y col.,
1991).
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Nutrientes

Ciertos cultivos muestran deficiencias en algunos componentes nutritivos
esenciales para una buena dieta de rumiantes. Al suplir los elementos deficitarios con
un aditivo en el momento de ensilar se mejora el valor nutritivo del forraje. Los aditivos
de nitrdgeno no proteico empleados con este proposito incluyen amoniaco y urea
(McDonald y col., 1991). La urea agregada a forrajes con alto contenido de MS y bajo
poder tampdn (granos de maiz o sorgo) aumentan el contenido de proteina bruta y
mejoran la estabilidad aerdbica al momento de la apertura del silo (Argamenteria y
col., 1997).

El agregado de urea en el orden del 2 a 4%, permite un aumento del pH al
entorno de 8, ocurriendo una conservacion en medio alcalino, por la liberacion de
amonio. Estos procesos disminuyen la concentracion de toxinas; por lo tanto, la
conservacion con urea es una alternativa apropiada para determinados casos
(Chalkling y Brasesco, 1997; Gaggiotti y col., 2001).

El amonio sumado al elevado pH, mata las levaduras, hongos y bacterias
responsables del calentamiento. Esto podria mejorar la vida del silo si éste permanece
bien sellado hasta la apertura para su utilizacion. EI método de aplicacién debe
asegurar una buena disolucion y distribucién, efecto que no siempre se logra cuando
se la emplea (Ramirez, 1999).

Absorbentes

Los absorbentes son empleados para forrajes con bajo contenido en MS, para
evitar pérdidas de nutrientes provocadas por escurrimiento excesivo del ensilaje
(McDonald y col., 1991). Algunos productos utilizados son paja de cebada, bagazo de
destileria desecado, pulpa de remolacha azucarera deshidratada, cebada laminada,
paja de cereal, bentonita sédica y polimeros sintéticos. Un parametro fundamental
para garantizar el control de efluentes mediante su uso, es la dosis de aplicacion. Esta,
dependera del contenido de humedad de forraje a ensilar, de la capacidad de
absorcién del compuesto y del efecto del absorbente sobre la composicién de los
efluentes. Se pueden obtener reducciones significativas en la produccion de efluentes
con dosis de 1-2 kg/tonelada de forraje. La aplicacién de 1 kg/tonelada de esta
sustancia puede reducir en un 50% la produccion de efluentes de forraje ensilado con
un 20% de MS (Fernandez, 2000).
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HIPOTESIS

El agregado de un inoculante comercial homofermentativo a granos humedos de
sorgo almacenados en silos experimentales de laboratorio disminuye las pérdidas
de materia seca.

El recuento total de BAL se ve afectado positivamente con el agregado de un
inoculante comercial homofermentativo a granos hiumedos de sorgo almacenados
en silos experimentales de laboratorio, comparado con el grupo control.

Las poblaciones de levaduras, hongos totales y toxicogénicos, disminuyen con el
agregado de un inoculante comercial homofermentativo a granos humedos de
sorgo almacenados en silos experimentales de laboratorio, comparado con el
grupo control.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de un inoculante comercial sobre materia seca, recuento de BAL,
levaduras, hongos totales y toxicogénicos en granos humedos de sorgo almacenados
en silos experimentales de laboratorio durante 180 dias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar y comparar materia seca en granos humedos de sorgo en silos
experimentales de laboratorio con y sin inoculante comercial a los 180 dias de
almacenamiento.

= Determinar y comparar el recuento de BAL, levaduras y hongos totales de granos
hamedos de sorgo en silos experimentales de laboratorio con y sin inoculante
comercial a los 180 dias de almacenamiento.

= Aislar e identificar hongos toxicogénicos de granos humedos de sorgo en silos
experimentales de laboratorio con y sin inoculante comercial a los 180 dias de
almacenamiento.

= Buscar las correlaciones entre pH, materia seca, levaduras, hongos totales y
toxicogénicos.
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MATERIALES Y METODOS

Actividades de campo

Las muestras fueron obtenidas de un cultivo de sorgo variedad Summer T70,
de un establecimiento del Departamento de Canelones, al momento del ensilaje. Los
granos de sorgo ensilados hiumedos fueron destinados al consumo de ganado lechero
perteneciente a un grupo de productores de la zona. La fecha de siembra del sorgo
fue 14 y 15 de noviembre de 2011 y fue cosechado el 12 de abril del 2012. Al momento
de la cosecha, los granos de sorgo presentaron una humedad de campo en un rango
entre 27-32%. Los tenores de taninos condensados (TC) de la variedad del estudio,
fueron categorizados como de intermedios, segun INASE-INIA. En el cuadro 1, se
presentan las caracteristicas del sorgo utilizado en el experimento. Se colectaron
aproximadamente 85 kg de granos quebrados, que fueron almacenados en bolsas
plasticas, herméticamente cerradas, para ser trasladadas al laboratorio de
Toxicologia, en donde se realiz6 la elaboracion de los silos experimentales.

Cuadro 1. Caracteristicas principales de la variedad del sorgo utilizado en el
experimento.

Variedad Summer T70 Caracteristicas
Ciclo Largo
Dias a floracion 68-75
Color de grano Marron
Taninos condensados Presentes
Color de la planta Roja
Altura de planta 1,50-1,70
Macollaje Medio
Tamario del grano Medio

Andlisis quimicos

Sobre las muestras iniciales se determiné el contenido de MS, cenizas (CEN),
proteina bruta (PB) segun A.O.A.C. (1984). Las fracciones fibra neutro (FND) y acido
detergente (FAD) se determinaron de acuerdo con Goering y Van Soest (1970). La
determinacién de taninos condensados se realizé por el método Butanol-HCI de
acuerdo a Makkar (2000).

Cuadro 2. Composicién quimica de los granos de sorgo del experimento evaluados
previamente al ensilaje.
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Dias

o MS CEN PB FND FAD pH TC
ensilaje

0 72.74 228 7.20 1494 939 6.26 0.55

MS: % de materia seca de las muestras frescas; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; FND: fibra neutro
detergente; FAD: fibra acido detergente; TC: taninos condensados, expresados como porcentaje de la
MS; * muestras con agregado de inoculante.

Disefio experimental

Se seleccion6 un inoculante comercial conteniendo cepas homofermentativas
de Lactobacillus plantarum DSM 16568 y DSM 4784 (Biomax® 5). Para su aplicacion,
se siguieron las recomendaciones del fabricante. Se diluyeron 5 mL del mismo en
2000 mL de agua destilada y de la solucién obtenida se utilizé una dosis de inoculacién
de 60 mL para 30 Kg de la muestra de campo. Se elaboraron un total de 20 silos
experimentales de laboratorio, utilizando envases herméticos de plastico de 3 kg de
capacidad. De estos, 10 silos fueron confeccionados con material homogeneizado con
el inoculante y los 10 restantes quedaron como controles. Se identificaron y
almacenaron los silos en lugar seco a temperatura ambiente hasta su apertura a los
180 dias, para los analisis posteriores.

Procedimientos y determinaciones en silos experimentales de laboratorio

Las determinaciones de pH, MS, recuento de hongos y levaduras, asi como el
aislamiento e identificacion de hongos toxicogénicos se realizaron en el Laboratorio
de Toxicologia. La enumeracion de BAL fue realizada en el Departamento de Ciencia
y Tecnologia de la Leche, Facultad de Veterinaria.

Evaluacion de pH

A los dias 0 y 180, se extrajeron alicuotas de 10 g de cada microsilo, se
adicionaron 50 mL de agua destilada y se homogenizaron en un vaso de Bohemia
para posterior lectura en pH metro (Oakton®).

Determinacidn de materia seca

Para evaluar MS se tomaron 10 g de cada muestra y se secaron en estufa
(Elektro-Helios) a 105°C durante 24 horas. El céalculo se realiz6 de acuerdo a la
siguiente férmula: % MS= 100 - % de humedad

Enumeracion de BAL

La enumeracion de BAL se realizo de acuerdo a la metodologia propuesta por
Kristensen y col. (2010). Se obtuvo un pool de 500 g de muestra a partir de alicuotas
de 50 g de todos los microsilos y 10 g fueron homogenizados con 90 mL de agua
peptonada bufferada estéril (Oxoid, UK) en stomacher (Bagmixer®400, Interscience)
durante 5 minutos. Posteriormente se prepararon diluciones seriadas en agua
peptonada bufferada estéril y se sembraron alicuotas de 0.1 mL de las diluciones -2 a
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las -8 en cajas de Petri con Agar Man, Rogosa, and Sharpe (MRS, HiMedia®, India).
Las placas se incubaron a 37°C en microaerofilia por 48 h. Las colonias fueron
contadas en aquellas placas que tenian un minimo de 30 y un maximo de 300 UFC.
Cada analisis se efectuo por duplicado y se realizaron tres determinaciones en forma
independiente.

Aislamiento e identificacion de hongos y levaduras

Para el aislamiento e identificacibn de hongos y levaduras se extrajeron
alicuotas (dia 0 y 180) de 10 g de cada silo experimental. Luego 10 granos de sorgo
de cada alicuota se sembraron en cajas de Petri conteniendo papa dextrosa agar
(PDA: Agar 20 g; Dextrosa 20 g; Papas blancas 250 g; 1000 mL agua destilada). Se
incubaron a 25 °C de temperatura, alternando ciclos de 12h/12h de luz y oscuridad
durante 7-10 dias. Las colonias se identificaron morfolégicamente bajo microscopio
optico (40x). Los resultados se expresaron como frecuencia relativa de aislamiento de
los géneros de hongos (porcentaje de muestras en las que cada género estaba
presente) de acuerdo a lo reportado por Marasas y col. (1988).

Analisis estadisticos

Los datos de pH, MS, hongos totales, levaduras y Penicillium fueron
comparados entre tratamientos (con y sin inoculante) por analisis de varianza ANOVA
mediante PROC MIXED del SAS® de acuerdo al siguiente modelo:

Yi=u+Ti+E€i

Donde Y es la variable en estudio, y es la media poblacional, Ti es el efecto fijo del
tratamiento (/= con y sin inoculante) y €/ es el error residual. Los datos del recuento
de BAL se reportaron como media, + desvio estandar (DE). Se aplico un analisis
estadistico descriptivo de los mismos, tomando como variables explicativas el tiempo
y el agregado de inoculante. Se realizé estadistica de inferencia, mediante test de ¢
para diferencias de medias independientes con varianzas distintas, previo test de
Fisher (prueba de F). Se realizé6 ANOVA para la comparacion de variables numéricas
con 3 grupos (dia 0, c/inoculante y s/inoculante). Se buscaron correlaciones para
describir relaciones entre MS, pH, hongos, levaduras y Penicillium mediante el
procedimiento Corr de SAS (SAS version 9.0, SAS Institute, Cary, NC, USA). Se
consideraron diferencias significativas cuando P<0.05.
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RESULTADOS

En el cuadro 3 se presentan los valores de las medias, DE y nivel de
significancia del tratamiento con y sin inoculante sobre pH, MS, hongos totales,
levaduras y Penicillium de los granos de sorgo a los 180 dias del ensilaje en los silos
experimentales. Como se puede observar, el agregado de inoculante no afecto los
valores de pH (P=0.109), pero si afect6 MS (P=0.003). La media del valor de pH en
este trabajo para el tratamiento con inoculante fue 4,95 y para el tratamiento control
5,04. El porcentaje de MS fue menor en los silos tratados con inoculante (72.05) en
relacion a los controles (69.34). Tanto las poblaciones totales de hongos, levaduras y
Penicillium no se vieron afectadas por el agregado del inoculante (P>0.05).

Cuadro 3. Efecto del inoculante sobre pH, MS, hongos totales, levaduras y Penicillium

en granos de sorgo de silos experimentales.

Cl Sl
Pardmetro Media DE Media DE P
pH 495 0.18 5.04 0.26 0.109
MS 72.05 0.68 69.34 2.4 0.003
Hon* 11.20 3.12 10.00 2.54 0.358
Lev* 10.00 0 9.10 1.66 0.104
Pen* 1.20 3.12 0.80 1.32 0.713

Cl: con inoculante; SI: sin inoculante; MS: materia seca; Hon: hongos totales; Lev: levaduras; Pen:

Penicillium; *: Log N° de aislamientos; DE: desvio estandar; P: nivel de significancia del efecto del

tratamiento

En el cuadro 4 se presentan media y desvio estandar de los valores de BAL
expresados en Log UFC/g de silos con inoculante y sin inoculante al dia O y a los
180 dias de almacenamiento. Se observé diferencia significativa entre los silos
tratados con inoculante y los no tratados (P=0.04).
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Cuadro 4. Valores de BAL expresados en Log UFC/g de silos con inoculante y sin
inoculante

Tratamiento Recuento BAL (Log UFC/g)*
Cl/Inoculante 7.39 £0.27*4
S/inoculante 6.71 £ 0.29°#

*Valores de la media * desvio estandar

** | etra mindsculas diferentes entre los tratamientos indican diferencias significativas (p<0,05)
***_etras mayulsculas diferentes entre tiempos en un mismo tratamiento indican diferencias
significativas (P<0.05)

El 100% de los silos experimentales presentaron contaminacion por hongos y
levaduras. El Unico género toxicogeénico identificado fue Penicillium, encontrandose
aislamientos de este género en el 35% de los silos. Comparando el grupo con
inoculante sobre el control, se encontrd una frecuencia relativa del 30% en el primero
y de un 40% en el segundo grupo.

En el cuadro 5 se pueden observar las correlaciones entre MS, pH, poblaciones
de hongos, levaduras y Penicillium. La MS y el pH se correlacionaron negativamente
(r=-0.520; P=0.019). Las levaduras también se correlacionaron negativamente con pH
(r=-0.542; P=0.014) y positivamente con las poblaciones de hongos (r=0.577;
P=0.008). En cuanto al género Penicillium, se correlaciondé negativamente con los
hongos (r=-0.452; P=0.026), presentando alta correlacion positiva con las levaduras
(r=0.896; P=<.0001).

Cuadro 5. Correlaciones entre materia seca, pH, poblaciones de hongos, levaduras y
Penicillium de silos experimentales de grano hiumedo de sorgo con y sin inoculante.

Variable PE MS pH Hongos Levaduras

" -0.520
pH p 0.019
0.198
r -0.286
Hongos P 0.402 0.221
0.141
r -0.542 0.577
Levaduras p 0.553 0014 0008
Penicillium " 0.145 -0.076 -0.452 0.896

P 0542 0.749 0.026 <.0001
PE: parametro estadistico; MS: materia seca.
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DISCUSION

El descenso del pH por si solo no es considerado como Unico criterio seguro
para la evaluacién de los ensilajes, porque su efecto inhibidor sobre bacterias y
enzimas de las plantas depende de la velocidad de disminucion en la concentracion
i6nica y del grado de humedad del medio (Vieira y col., 2004). Sin embargo, el
descenso del pH es fundamental para obtener una adecuada conservacion del
material ensilado. El pH inicial de los granos del experimento fue elevado (6,26) y
durante el ensilaje, éste disminuyd. Sin embargo, tanto en los silos tratados como en
los controles los valores fueron superiores a los recomendados. Segun Chalkling y
Brasesco, (2003), el pH final 6ptimo del silo de sorgo humedo se encuentra entre 4 y
4.5. Filya (2003) en microsilos de sorgo en jarras de vidrio almacenados durante 60
dias a temperatura ambiente vy utilizando L. plantarum como inoculante
homofermetativo, L. buchneri como heterofermentativo y una mezcla de ambos,
reporté un pH inicial de 5,9, valor inferior al del inicio de este experimento.

En cuanto al agregado de inoculante, no afecté al pH como era esperable, pues
no se vieron diferencias significativas en los silos con inoculante y los silos controles.
Es asi que, Ely y col., (1981) indican valores de pH de 5,40 para silos de sorgo
inoculados con L. plantarum almacenados en tambores de acero a temperatura
ambiente y fermentados durante 33 dias. En este trabajo, los autores reportaron
valores de pH similares a los nuestros y tampoco encontraron diferencias significativas
en los valores de pH de los tratamientos al finalizar el mismo. Resultados similares
son reportados por Hugo (2011) en microsilos de granos humedos de sorgo
fermentados en recipientes plasticos con y sin agregado de inoculante, almacenados
a temperatura ambiente y fermentados durante 180 dias, no observo diferencias
significativas entre ellos.

En relacién al agregado del inoculante en el ensilaje, éste disminuyo6 el
porcentaje de MS en los silos tratados, encontrandose valores de MS similares con
respecto al dia 0. Debemos considerar que, en los silos de nuestro experimento, no
hubo efluentes, pero si hubo pérdida de MS en los silos sin inoculante. También es
posible que sustancias volatiles como el etanol y NH4 se pierdan en los ensilajes. En
este sentido, Zago (1991) relata que las modificaciones en el proceso fermentativo del
sorgo podrian reducir el contenido de MS, debido a la produccion de "agua de
metabolismo” y por consiguiente aumentar el porcentaje de FND y disminuir la
digestibilidad de la MS.

Otros trabajos como el de Grise y col., (2006), utilizando silos experimentales
de PVC con capacidad de 18 L, con agregado de inoculante comercial con bacterias
y enzimas, aplicado a diferentes dosis y fermentados durante 60 dias, obtuvieron
como resultado un mayor contenido de MS en los tratamientos con inoculante en
comparacion con el grupo control también reporta en silos experimentales plasticos
de 20 L, fermentados por 60 dias e inoculados con inoculante heterolactico (L. brevis,
L. rhamnosus, L. plantarum, P. pentosaceus) y un inoculante homolactico (L.
plantarum, P. acidiltacticci), un mayor contenido de MS en aquellos que fueron
tratados con inoculantes homolécticos en comparacién con el grupo control y los
inoculados con heterolacticos.
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Con respecto al recuento de BAL en este trabajo, la concentracion inicial del
silo original se encuentra dentro de los valores esperables para silo de sorgo. Segun
Pahlow y col., (2003) las poblaciones nativas de BAL no son las mismas de un cultivo
a otro, es asi que en maiz y sorgo encontro recuentos de 7 Log UFC/g forraje fresco.
En alfalfa, generalmente son mas bajas (5 Log UFC/g forraje fresco) y mas altas en
pastos perennes (6 Log UFC/g forraje fresco). Ademas, los recuentos aumentan luego
de cortado el forraje. En este sentido, Ely y col. (1981) reportan concentraciones de
Lactobacillus spp. similares, en el entorno de 7 Log UFC/g en silos de sorgo. Por el
contrario, otros autores como Guan y col. (2001) utilizando jarras de vidrio 1,5 L, como
microsilos de sorgo, con dos inoculantes comerciales diferentes, con L. plantarum
entre otros, indican concentraciones iniciales inferiores, de 4,48 Log UFC/g. Valores
similares son reportados por Filya (2003), con recuentos totales de BAL de 4,48 y 4,6
Log UFC/g en el forraje fresco.

Las concentraciones de BAL a los 180 dias, no presentaron diferencias
significativas con respecto al tiempo 0 en un mismo tratamiento. En este sentido, Guan
y col., (2001), a los 60 dias de fermentacion, reportan concentraciones de 4,37 y 5,58
Log UFC/g para cada tipo de inoculante. Adicionalmente, estos autores indican que
los valores maximos de BAL, se encontraron en los primeros dias del proceso de
ensilaje, entre los 2 y 4 dias de fermentacion, con valores de 9,14 y 9,27 Log UFC/g
respectivamente. En este sentido, Xing y col., (2009) reportan en microsilos de bolsas
plasticas de sorgo inoculados con L. plantarum, concentraciones de 5,61 Log UFC/g
al inicio y a los 60 dias del ensilaje valores de 6,70 Log UFC/g, similares a los de este
experimento. Sin embargo, en nuestro trabajo no se evaluaron puntos intermedios
para conocer la evolucion de las BAL.

El tratamiento con inoculante presentd un recuento mayor luego de los 180 dias
de ensilaje con respecto al control. La concentracion de BAL de los silos con
inoculante se mantuvo en el periodo evaluado mientras que en el control disminuyd.
Por el contrario, existen varios trabajos que reportan un aumento de la concentracion
de BAL al final del periodo de ensilaje en silos inoculados con BAL comerciales. Xing
y col. (2009) en silos de sorgo con 60 dias de ensilaje obtuvieron mayor concentracion
de BAL en el tratamiento con inoculante de 6.70 Log UFC/g, que en el tratamiento
control que fueron de 5.32 Log UFC/g.

El 100% de los silos experimentales presentaron contaminacion por hongos y
levaduras. En otro experimento, donde se evaluaron silos de laboratorio de grano
himedo de sorgo también presentaron 100% de contaminacion fangica (Carmen
Garcia y Santos, comunicacion personal, 2015). En este sentido Basilio y Orihuela
(2012) estudiando la dinamica de los taninos condensados en cuatro genotipos de
sorgo y su efecto en el tiempo y el desarrollo fungico, en granos hiumedos de sorgo
en silos, observaron que el 100 % de las muestras resultaron contaminados por
hongos.
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En este sentido Ely y col., (1981) para comparar el efecto de un inoculante
comercial, utilizaron diferentes tipos de forrajes adicionados con inoculante a base de
L. plantarum. Estos observaron reduccion en los recuentos de levaduras y mohos en
ensilajes de alfalfa y trigo, pero no tuvieron efecto significativo en los ensilajes de sorgo
0 maiz. También Filya (2003), encontr6 en silos inoculados con L. plantarum, mayor
poblacion de levaduras y hongos con menor produccion de acido acético. A su vez la
combinacion de ambos tipos de BAL tuvo un efecto complementario, produciendo mas
acido acético en los inoculantes heterofermentativos, resultando en una disminucion
de la poblacion de levaduras y hongos, a diferencia de los homofermentativos.

En otro trabajo, Filya y Sucu (2007) en microsilos de sorgo de 1,5 L, inoculados
L. plantarum, L. buchneri y una formulacion liquida que con acido férmico, propiénico
y benzoico, fermentados durante 90 dias a temperatura ambiente, reportando que los
microsilos inoculados con L. plantarum presentaron un menor pH (dia 0 6.14, dia 90
3.83), una mayor concentracién de acido lactico, con una poblacién de levaduras
mucho mas elevada, en comparacion con los demas inoculantes (dia 0 4.23 log
UFCl/g, dia 90 5.10 log UFC/q).

Las condiciones de crecimiento de los hongos a nivel de campo no es la misma
en comparacion con las etapas posteriores a la cosecha, donde se producen cambios
de temperatura, humedad, actividad de agua (aw) y la humedad relativa. Los hongos
crecen normalmente entre 10 y 40°C, a un intervalo de pH de 4-8 y en un nivel por
encima de 0,70 aw. Dentro de los hongos de almacenamiento mas importantes se
destacan los géneros Aspergillus y Penicillium spp. estos pueden crecer a aw inferior
y a temperaturas mas altas que Fusarium spp., que generalmente requieren una aw
superior y un intervalo de temperatura inferior (Reyneri, 2006).

La actividad de los hongos comienza desde las primeras etapas del desarrollo
de las plantas y continta luego de la cosecha en los productos vegetales, dependiendo
su evolucion del manejo post cosecha y condiciones de almacenaje. Algunos de los
hongos presentes en productos almacenados pertenecen a los géneros Aspergillus,
Fusarium y Penicillium (Gallardo y col., 1996). Los mohos se desarrollan en cualquier
sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno. En un buen ensilaje eso ocurre sélo al
inicio del almacenamiento y se restringe a la capa exterior de la masa ensilada, pero
durante el deterioro aerdbico (Fase V) todo el ensilaje puede ser invadido por mohos
(Woolford, 1984).

En los silos de este experimento, el tnico género toxicogénico encontrado fue
Penicillium. Este género se caracteriza por requerir menor humedad relativa ambiente
entre 70-90%, rango de temperatura es mas amplio entre 0-45°C y puede crecer a
menor concentracion de oxigeno y con valor de pH entre 5-7 (Christensen, 1987). En
los silos estudiados por Basilio y Orihuela (2012), los géneros toxicogénicos mas
frecuentemente aislados fueron Penicillium, Aspergillus y Fusarium. A su vez, a
medida que se acrecentaron los dias de almacenamiento, el género Penicillium spp.
aumento su frecuencia a lo largo del tiempo, siendo el mayor contaminante a los 180
dias.
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En cuanto a las levaduras y el pH se correlacionaron negativamente, esto se
pudo deber a la rapida produccion de acido lactico y bajo pH, favoreciendo la
preservacion de mayor cantidad de hidratos de carbono solubles, lo que generd un
ambiente favorable para la supervivencia de levaduras. La actividad inicial de las
levaduras parece ser incrementada en forrajes que generan niveles bajos de pH (<5),
y con alto contenido de azucares (Henderson y col., 1972), mientras que un contenido
elevado de &cido acético reduce su supervivencia (OudeElferink y col., 1999).
McDonald y col., (1991) y Filya y col., (2004) reportaron que los acidos acético y
propidnico son agentes fungicidas.

Las levaduras se correlacionaron positivamente con los hongos, en condiciones
anaerobias, las levaduras degradan el &cido lactico produciendo fundamentalmente
etanol el cual disminuye el azucar disponible para producir acido lactico, y como
consecuencia de la degradacion de este acido aumenta el valor del pH del ensilaje
(McDonald y col, 1991; OudeElferink y col., 2001) y de la temperatura, generando un
ambiente adecuado para el crecimiento de mohos y otros microorganismos que
deterioran el ensilaje (Honig y Woolford, 1980).

En este experimento, no se evaluaron puntos intermedios del ensilaje, por lo
gue se deberian hacer nuevos trabajos para ver el efecto del inoculante sobre la
dinamica de pH, taninos condensados, hongos totales, levaduras y géneros
toxicogénicos.

35



CONCLUSIONES

El agregado de inoculante en los silos de laboratorio de este experimento fue
beneficioso ya que, disminuyo el porcentaje de MS y aumento el recuento de BAL.

Las poblaciones de hongos totales, levaduras y toxicogénicos no se vieron
afectadas por el inoculante utilizado en este experimento. El Unico género
toxicogénico aislado fue Penicillium spp., encontrandose en menor frecuencia relativa
en los silos tratados con inoculantes en relacién a los controles.
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