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ABSTRACT

Two experiments were conducted to determine the effects of an additive containing two
different microbial inoculants of homo-fermentative and hetero-fermentative lactic acid-
producing bacteria (LAPB), on the fermentation characteristics, aerobic stability (AS), and intake
by lambs of native tropical grasses (NTG). Both experiments included an “in vitro” and “in
vivo” phase. Prior to ensiling, vegetative material was treated or not with the inoculants, applied
at 10° cfu/g of fresh material for Commercial Inoculant 1 and 10 cfu/g of fresh material for
Commercial Inoculant 2. To determine fermentation characteristics, treatments were applied to
weighted portions of NTG, manually mixed, and packed into PVC laboratory silos. Silages from
each treatment were analyzed at seven ensiling periods (0, 4, 7, 14, 21, 28, and 35 days) to
determine pH and fermentation products (organic acids and NH3-N). For AS determination,
triplicate silos from each treatment were emptied after 35 d of ensiling, placed into styrofoam
containers lined with plastic bags, and exposed to air during 5 days. Temperature was monitored
every six hours during the five days, by means of thermometers embedded in the surface of the
expose silage and pH was determined after 0, 1, 3, and 5 d of aerobic exposure. To determine
voluntary intake, NTG were fermented with or without the inoculant of LAPB during 35 days in
55 gallons capacity plastic bags. For each “in vivo” trial, six meat-type crossbred sheep were
used, three fed each of two experimental diets, during 5 days. The diets had in common 50%
tropical grass hay and 50% NTG fermented with or without with the LAPB and were offered

daily at 3% dry matter basis (DMB) of body weight.

Experiment 1; the pH of the NTG decreased to final values between 4.38 to 4.39 in the
two treatments, thus approaching the ideal level of 4.2 characteristic of a quality silage. Of the

organic acids, lactic acid (LA) was the only one that showed initially a significant difference in



favor of the control treatment, then descended to final concentrations of less than 0.15% on the
DMB (P <0.05); NH3 concentration as well as the ratio ammonia nitrogen/total nitrogen (N-
NHs/N-Total) remained at very low levels, indicative of little proteolysis. Temperature of the
ensiled NTG in AS test, showed minimal increases in both treatments. This indicates a good
resistance to aerobic spoilage. However, after the third day of exposure to air, the pH was greater
(P <0.05) for LAPB treatment, when compared with the control (4.39 vs. 4.52). Silage dry matter
(DM) intake was greater (P> 0.05) in lambs fed NTG inoculated silage than in those receiving

the control silage without inoculant (495.2 vs. 316.9 g / d), as was total DM intake (1059 vs. 905

g/d).

Experiment 2; silage without inoculant of LAPB, generally showed numerically greater
(P> 0.05) concentrations of the organic acids analyzed, its pH was higher (P <0.05) at each
observation interval (final values, 5.29 vs. 4.77). Concentrations of NH3 and N-NH3/N-Total
ratio fluctuated without significance difference between treatments. In the AS test, the
inoculated, silage was better by the criterion of pH (P <0.05), values at 5 days of exposure being
5.32 vs. 5.59, but not with regard to temperature (27.41 vs. 27.22 °C). Lambs fed NTG silage
without inoculant consumed numerically more silage DM (525.3 vs. 435.3 g / d) and total DM

(1172 vs. 1063 g / d).

The addition of neither of the two inoculants of LAPB, achieved great improvement in
the fermentation characteristics of NTG, which proved acceptable in control silages. In both
experiments, silage with and without inoculants were stable during 5 days under aerobic
conditions. There was a positive effect of inoculation with Commercial Inoculant 1 on voluntary

intake, in the first experiment but not with the Commercial Inoculant 2 in the second trail.



RESUMEN

Se realizaron dos experimentos para determinar el efecto de la aplicacion de dos
diferentes inéculos de bacterias productoras de &cido lactico (BPAL), homofermentativas y
heterofermentativas, sobre las caracteristicas fermentativas, estabilidad aerdbica (EA) y consumo
voluntario (CV) de ensilaje de gramineas tropicales naturalizadas (GTN). Ambos experimentos,
incluyeron una fase “in vitro” y otra “in vivo”. Antes de ensilarse el material vegetativo se le
traté 0 no con el indculo correspondiente, aplicado a razén de 10° ufc/g de materia fresca para el
Inéculo Comercial 1 y 10™° ufc/g de materia fresca para el Inéculo Comercial 2. Para determinar
las caracteristicas fermentativas, se aplicaron los indculos a porciones pesadas de GTN,
manualmente mezcladas, y se envasaron en silos PVC de laboratorio. Se analizaron ensilajes de
cada tratamiento luego de siete periodos de fermentacion (0, 4, 7, 14, 21, 28, y 35 dias) para
determinar pH y los productos de fermentacién (&cidos organicos y amoniaco). Para la
determinacion de la EA, se abrieron silos por triplicado por cada tratamiento después de 35 dias
de ensilamiento, se colocaron muestras de ensilaje en recipientes de poliestireno envueltos
parcialmente con bolsas de plastico y se expusieron al aire durante 5 dias. Se realiz6 lectura de la
temperatura cada seis horas durante los cinco dias, tomando la lectura de la temperatura con
termometros incrustados en la superficie del ensilaje expuesto, y el pH se determind después de
0, 1, 3, y 5 dias de exposicién al aire. Para uso en las pruebas de CV, las GTN fueron
fermentadas, con o sin el in6culo de BPAL, correspondiente durante 35 dias en bolsas de plastico
de 55 galones de capacidad. Para cada prueba se alimentaron seis ovinos criollos tipo carne, tres
de ellos con cada una de las dos dietas experimentales, durante 5 dias. Las dietas tenian en
comun 50% de heno de GTN y 50% de GTN fermentada con o sin adicién de BPAL, y se

ofrecieron diariamente a 3% del peso vivo en base seca (PV/BS).



Experimento 1; el pH de la GTN descendio a valores finales entre 4.38 hasta 4.39 en los
dos tratamientos; acercandose al nivel ideal de 4.2, que se procura en un ensilaje de calidad. De
los &cidos organicos, el lactico (AL) fue el Unico cuyo contenido demostrd inicialmente una
diferencia a favor del tratamiento control, descendiendo luego a bajos niveles finales menores de
0.15% en BS (P<0,05). La concentracion de NHs, asi como la relacion nitrdgeno
amoniacal/nitrégeno total (N-NHs/N-Total) siempre se mantuvo a niveles bajos, indicativo de
protedlisis baja. La temperatura de las GTN ensiladas en la prueba de EA mostr6 minimos
aumentos en ambos tratamientos. Esto indica una buena resistencia al deterioro aerobico. Sin
embargo, después del tercer dia de exposicion al aire, el pH fue mayor (P< 0.05) en el
tratamiento con BPAL, al comparar con el control (4.39 vs. 4.52). EI consumo de ensilaje (CE)
fue numéricamente mayor (P >0.05) en los ovinos alimentados con ensilaje de GTN inoculado al
comparar con los que recibieron el ensilaje control sin indculo (495.2 vs. 316.9 gMS/d), y asi
también el consumo de MS total (1059 vs. 905 g/d).

Experimento 2; el ensilaje sin indculo de BPAL se obtuvo en mayores (P> 0.05)
concentraciones en los acidos organicos analizados, pero su pH fue mayor (P<0.05) a cada uno
de los intervalos de observacion (valores finales, 5.29 vs 4.77). La concentracion de NHz y la
proporcion de N-NHs/ N-Total fluctuaron pero sin subir a niveles de importancia. En la prueba
de EA, el ensilaje con in6culo tuvo efecto positivo en el pH (P< 0.05) a los 5 dias de exposicion
(5.32 vs. 5.59), pero no asf en la de temperatura (27.41 vs. 27.22 °C). Los ovinos alimentados
con ensilaje de GTN sin inoculo consumieron mas ensilaje (525.3 vs 435.3 gMS/d) y MS total
(1172 vs. 1063 g/d).

En resumen, la adicion de ninguno de los dos inéculos de BPAL, logr6 mucha mejora en

las caracteristicas fermentativas de las GTN, las cuales resultaron ser aceptables en los ensilajes



control. En ambos experimentos, los ensilajes con y sin indculo, fueron estables a condiciones
aerdbicas durante 5 dias. Se observo un efecto positivo de la inoculacién con In6culo Comercial
1 sobre el CV, en el primer experimento, pero no asi con el inoculante In6culo Comercial 2 en la

segunda oportunidad.
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1.0. INTRODUCCION

Las gramineas tropicales naturalizadas (GTN) constituyen la base principal en la
nutricién de la industria ganadera de Puerto Rico, ya que es el recurso mas econémico entre los
alimentos utilizados bajo nuestras condiciones de produccion. Sin embargo, las GTN varian en
cantidad y calidad a través del afio. Estas fluctuaciones se deben a las caracteristicas de nuestro
clima tropical, caracterizado por dos épocas: lluviosa y poco lluviosa y menos calido. En la
época de lluvia la produccion de pastos es abundante teniendo un crecimiento 6ptimo con un
valor nutritivo mas elevado, mientras que en la época seca, la produccion de pastos disminuye
notablemente tanto cualitativa como cuantitativamente. ES muy comdn adoptar técnicas de
conservacion de forrajes para alimentar los animales en la época seca y escasez de alimentos,
siendo el heno y el henilaje en pacas cilindricas las méas utilizadas. Algunos de los productores
pecuarios producen su propio forraje conservado y otros lo compran a agricultores especializados
en la produccién de forrajes comercializados.

El ensilaje es un método de conservacion de forraje que ocurre por medio de
fermentacidn lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas con un alto contenido de humedad
(Oude Elferink et al., 2001). El ensilaje bien logrado permite retener las cualidades nutritivas del
forraje fresco por largo tiempo y la composicidén quimica lo mas semejante al forraje original.
Las caracteristicas quimicas y microbiologicas del forraje antes de fermentarse tienen
importancia criticaen la determinacion de la calidad del mismo. En regiones tropicales la
produccién de buenos ensilajes se hace dificil debido al bajo contenido de carbohidratos solubles
en agua (CSA) y por las altas poblaciones epifiticos de microorganismos no deseables (i.e.
coliformes, hongos, levaduras) presentes en los pastos tropicales, resultando en fermentaciones

indeseables (Rodriguez, 1996).



A partir de la década de 1990, en regiones templadas y subtropicales, se popularizé la
utilizacion de indculos bacterianos para el mejoramiento de las caracteristicas fermentativas y
estabilidad aerdbica de los ensilajes. Diversos indculos microbianos que contienen bacterias
acido lacticas, tipo homofermentativos y/o heterofermentativos, han sido utilizados mayormente
con el proposito de mejorar la fermentacion y estabilidad aerdbica de ensilajes de forrajes como
maiz, trigo y sorgo (Weinberg et al., 1995; Rodriguez 1996; Ranjit y Kung., 2000; Oude Elferink
et al 2000). Si se logra el proposito de obtener las caracteristicas fermentativas adecuadas al
utilizar estos aditivos microbianos, habrd en el forraje fermentado una poblacion deseable y
dominante de bacterias productoras de &cido lactico (BPAL); esto ocasiona un descenso en el pH
que evita la proliferacion de microorganismos no deseados y resulta en un ensilaje estable y de
calidad. Hay poca informacion del uso de in6culos microbianos conteniendo BPAL como
método para mejorar las caracteristicas fermentativas de GTN tales como de hierbas guinea
(Panicum maximum), johnson (Sorghum halepense), pangola (Digitaria decumbens) y buffel
(Cenchrus ciliaris). Esta investigacion se disefid con el objetivo de evaluar el efecto de la
aplicacion de dos indculos microbianos comerciales sobre las caracteristicas fermentativas,

estabilidad aerdbica y consumo voluntario de ensilaje de GTN.



2.0. OBJETIVO

Determinar el efecto de la aplicacion de dos in6culos microbianos comerciales sobre las
caracteristicas fermentativas, estabilidad aerdbica y consumo voluntario de ensilaje de

gramineas tropicales naturalizadas.



3.0. REVISION DE LITERATURA

El proposito principal en la conservacion de forraje es conservarlo en estado 6ptimo y
tener pérdidas minimas de nutrientes para su uso en la alimentacion animal (McDonald et al.,
1991). Un método comunmente utilizado es ensilar. Esta técnica de conservacion de forraje se
logra en forma natural por medio de una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones
anaerobicas (Oude Elferink et al., 2001). Durante el proceso, ciertos microorganismos epifiticos
(e.g. bacterias lacticas) producen principalmente acido lactico (AL) el cual si estd presente en
concentracion adecuada, hace preservar el material vegetativo por un periodo largo y libre de
microorganismos no deseados responsables de fermentacion secundaria, tales como hongos,
coliformes, levaduras y clostridios.

3.1. Bioquimica del ensilaje

Un forraje apto para ensilar debe tener suficiente sustratos esenciales para los
microorganismos, principalmente los carbohidratos solubles en agua (CSA), compuestos
nitrogenados y acidos organicos.

Los CSA, principalmente las hexosas (e.g. glucosa y fructosa) constituyen el principal
sustrato para los microorganismos durante la fermentacion. Bathurst (citado por McDonald et al.,
1991) sefialé que el contenido de fructosa en pastos de clima calido es menor que en los pastos
de clima templado. El contenido de CSA se ve afectado por las condiciones ambientales donde
crece el material vegetativo y el estado de madurez del mismo (McDonald et al., 1991). Forrajes
mas maduros contienen menos CSA, y éstos se encuentran en forma cristalinizada y por tanto
menos disponible para los microorganismos. Asimismo, el contenido de CSA en gramineas

tropicales es menor que en gramineas tipicas de zonas templadas (McDonald et al., 1991).



Los compuestos nitrogenados, presentes en el material vegetativo, abarcan
macromoléculas como las proteinas y compuestos de menor tamafio molecular, tales como
aminoacidos, aminas, amidas, péptidos y otros, que pueden degradarse durante el trascurso de la
fermentacion en el silo. EI 75 a 90% del nitrégeno total en gramineas frescas esta presente en
forma de proteinas. EI nimero de aminoacidos presentes en la proteina vegetal no varia
grandemente con respecto a la especie boténica, pero el factor mas influyente en la concentracion
de proteina es la etapa de crecimiento de la planta. Entre 10 hasta 25% del nitrogeno total del
forraje estd formado por componentes no proteicos, cuyos niveles son mayores en forraje
fertilizado con nitrégeno. En general, el contenido de proteina en gramineas tropicales es menor
que en las de clima templado (McDonald et al.,, 1991). Las proteinas y los compuestos
nitrogenados no proteicos del forraje contribuyen a la capacidad amortiguadora y en el contenido
de N-amoniacal del ensilaje producido (Playne y McDonald, 1966).

Los principales acidos organicos presentes en las plantas forrajeras son el malico y el
citrico. Estos son los responsables de la mayor parte del efecto amortiguador original y en los
ensilajes bien logrados. La fermentacion de los acidos organicos (e.g. malico, citrico) da como
resultado la formacién de 2,3-butanodiol, acetato, formato, etanol, y didéxido de carbono
(McDonald et al.1991). La acidificacion desarrollada durante el ensilaje se debe principalmente
a la formacion de lactato y acetato, y el resultante descenso en el pH es un factor de importancia
primordial para la preservacion del forraje. Otros &cidos orgéanicos presentes en menor
concentracion en forrajes son el succinico y oxaloacético.

3.2. Microbiologia del Ensilaje
La microflora del ensilaje es bien diversa y su naturaleza es importante para el éxito del

proceso de conservacion. Estos microorganismos pueden clasificarse en dos tipos, los benéficos



BPAL responsables de la rapida acidificacion y los indeseables (causan deterioro). Los
indeseables mas importantes abarcan los aerdébicos (e.g. bacilos), los anaerdbicos facultativos
(e.g. enterobacterias, coliformes), hongos, levaduras y los clostridios (Nout y Rombouts, 1992).
También, existen en el forraje otros grupos de microorganismos como bacterias productoras de
acido acético (BPAA) y bacterias productoras de &cido propionico (BPAP).
3.2.1. Bacterias productoras de acido lactico

Las BPAL son microorganismos Gram positivos, anaerobios o anaerdbios facultativos
que forman parte de la microflora epifitica de los forrajes. La actividad principal de estos
microorganismos es fermentar carbohidratos y transformarlos en acidos organicos. Las BPAL se
clasifican como homofermentativas y heterofermentativas, de acuerdo a sus caracteristicas y
vias metabdlicas al degradar carbohidratos. Las BPAL homofermentativas generan como
principal producto final el AL (Figura 1). Estas convierten mas del 85% de las hexosas presentes
(como glucosa) en AL, pero no pueden degradar las pentosas (como xilosa). Las
heterofermentativas también producen principalmente AL a partir de hexosas, pero ademas
pueden degradar algunas pentosas produciendo AL, &cido acético (AA), CO, y a veces etanol
(Figura 2). Las homofermentativas son més deseables que las heterofermentativas en el proceso
de ensilar ya que degradan mas eficientemente las hexosas, lo que resulta en una mayor
produccion de AL y descenso en el pH. Algunas BPAL son capaces de metabolizar acidos
organicos (citrico, malico) presentes en el forraje, convirtiéndolos a 2,3 butanodiol, acetona,
etanol y sales de acidos organicos (lactato, acetato y formato) (McDonald et al., 1991).
3.2.2. Hongos y Levaduras

Los hongos son organismos eucariotas y su proliferacion en el ensilaje esta asociada a la

presencia de oxigeno, lo que propende a inestabilidad aerdbica (McDonald et al., 1991). Ademas



la presencia de hongos esta relacionada con la produccién de toxinas (como aflatoxina) lo que
disminuye el valor nutritivo y la palatabilidad del ensilaje (Oude Elferink et al., 2001).

Las levaduras son microorganismos eucariotas, unicelulares y anaerdbicos facultativos
que pueden tolerar medios acidos (Henderson et al., 1982). La actividad metabdlica de estos
microorganismos en el silo se reduce cuando el AL alcanza su maximo de concentracion, pero
aumenta con la utilizacion de los azlcares residuales. La presencia de levaduras en los ensilajes
es indeseable debido a que su utilizacion de fuentes de carbono es ineficiente y poblaciones
grandes de las mismas producen ensilajes susceptibles a deterioro aerdbico. Ademas, compiten
con las BPAL por sustratos (hexosas y pentosas) para convertirlos en etanol y CO, (Schlegel,

1987).



Fructosa Glucosa

ATP
ATP /

\ ADP

ADP $
Glucosa-6-fosfato

Fructosa-6-fosfato

/ ATP

i\ ADP

2-Glyceraldehydo-3-fosfato

/ZPi

2 NAD 4 ADP
Y

/\4ATP

v
2-Piruvato

2NADH+2H'

2NADH +2 H'

2NAD>

v
2-Lactato

Resumen: Hexosa + 2ADP + 2Pi = 2 Lactato +2ATP + 2H,0

Figura 1. Fermentacion de glucosa y fructosa por bacterias acido lacticas homofermentativas.
(Adaptada de McDonald et al., 1991).



NADPH+H  NADP
Glucosa Fructosa Manitol

ATP ATP

ADP ADP

Glucosa-6-fosfato «—— Fructosa-6-fosfato

NAD

NADH +H

6-Fosfogluconato
NAD

NADH +H

co,

Ribulosa-5-fosfato

Xilulosa-5-fosfato

/ Pi
ADP ATP

Gliceraldehido-3-fosfato Acetil fosfato A-L» Acetato
Pi
NAD 2 ADP e
NADH +H 2ATP Pi
Piruvato Acetil CoA
NADH +H NADH +H
NAD NAD
Lactato Acetaldehido
NADH +H
NAD
Etanol

Resumen: Glucosa + ADP + Pi = Lactato +Etanol + CO, +2ATP +2H,0
3 Fructosa + 2ADP + 2Pi = Lactato + Acetato + 2 Manitol + CO, + 2ATP + H,0
Glucosa + 2 Fructosa + 2ADP + 2Pi = Lactato + Acetato + 2Manitol + CO, + 2ATP + H,0

Figura 2. Fermentacion de glucosa y fructosa por bacterias productoras de acido lactico
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3.2.3. Enterobacterias

Estos son microorganismos que se encuentran cominmente en el tracto gastrointestinal
animal y también pueden estar presentes en los ensilajes. Se trata de bacterias de tipo Gram
negativo, anaerdbicos facultativos, que no forman esporas ni son patogénicos. Fermentan
carbohidratos para producir mayormente 4&cido acético y formico. Este segundo puede
acumularse o, alternativamente, en medios acidos puede ser convertido en hidrogeno y dioxido
de carbono. Las enterobacterias compiten con las BPAL por la degradacion de azucares y
proteinas: producen compuestos toxicos, tales como aminas biogénicas y &cidos grasos de
cadena multiple, lo que afecta negativamente la palatabilidad del ensilaje (Woolford, 1984).

Los coliformes son enterobacterias, capaces de producir grandes cantidades de amoniaco
en ensilajes mal preservados (Givens et al., 1993). El pH ideal para favorecer los coliformes es
cercano a 7.0, lo cual indica que es sensible a medios &cidos (McDonald et al., 1991). Por otro
lado, si las BPAL no se establecen rapidamente y el pH no se reduce lo suficiente, los
coliformes pueden alcanzar altas poblaciones y su capacidad para la produccién de toxinas, dan
como resultado ensilajes de baja aceptabilidad, perjudiciales a la salud animal.

3.2.4. Clostridios

Se trata de microorganismos que forman esporas y proliferan al ensilar forrajes
demasiado humedos o con bajos contenidos en CSA, si el pH no disminuye lo suficiente (> 5)
(Oude Elferink et al., 2001). Los clostridios pueden degradar carbohidratos para producir acido
butirico (AB) y didxido de carbono, lo que resulta en un aumento en pH (Figura 3). Un pH alto
crea condiciones optimas para la proliferacion de ciertos tipos de clostridios que fermentan
compuestos de nitrégeno no proteico (NNP) con liberacion de amoniaco y la formacion de olores

desagradables (a podrido) y posiblemente toxicidad (Church et al., 2002). EI método comun de
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inhibir el crecimiento de clostridios es promoviendo una alta concentracién de acido lactico
mediante una activa fermentacion lactica. Un pH de 4.0 previene la actividad de los clostridios y
puede preservar un ensilaje por tiempo indefinido (McDonald et al., 1991).

3.2.5. Bacterias productoras de acido acético (BPAA)

Los microorganismos asi clasificados son Gram negativos, moviles y aerébicos, que
oxidan alcoholes (e.i etanol) produciendo los &cidos orgénicos sobre todo el acético como
producto final. Tienen una alta tolerancia a la acidez y pueden crecer a pH menores de 5.0.
Algunos investigadores, como Spoelstra et al., (1988), observaron que las BPAA pueden iniciar
un deterioro aerébico en ensilaje de planta entera de maiz. Sin embargo, en estudios mas
recientes por Filya (2003) y Ranjit y Kung. (2000) con silos de laboratorio, la bacteria
heterofermentativa, L.buchneri, produjo altos niveles de acido acético y su aplicacién mejoré la
estabilidad aerdbica del ensilaje atribuible a su efecto antimicético.

3.2.6. Bacterias productoras de acido propionico (BPAP)

Las BPAP son microorganismos Gram positivos, anaerobicos que pueden fermentar
azucares y AL a AAy acido propiénico (AP). La utilizaciéon de BPAP como in6culo en el
ensilaje ha sido objetivo de varias investigaciones. Canzi et al., (1993) demostraron que la
adicién de BPAP en cultivo puro, redujo la concentracion de oxigeno en el forraje ensilado de
20% a 5% o menos. Weinberg et al., (1995) encontraron que la adicién de un in6culo con
BPAP mejoré la estabilidad aerdbica de ensilajes de millo (Panicum miliaceum) y de trigo, pero
no de ensilaje de maiz o sorgo. Higginbotham et al., (1998) afadieron un indculo con
Propionibacterium shermanii a ensilaje de maiz y observaron un bajo contenido de levaduras, un

alto contenido de BPAL y mejor estabilidad aerdbica durante la fase de alimentacion. Kung y
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Shaver (2001), argumentan que estas bacterias no tienen la capacidad de competir en ambientes

normales de ensilajes, lo que limita su uso bajo condiciones practicas.

3.2.7. Fuentes de microorganismos en el proceso de ensilaje

Los microorganismos epifiticos que se encuentran en el forraje antes de la cosecha
principalmente en las hojas, representan la principal fuente microbidtica para el proceso de
ensilamiento. Su presencia cualitativa y cuantitativa depende de factores tanto de la planta
(especie, estado de madurez) como del ambiente (temperatura, humedad, radiacion solar). Segun
Fenton (citado por Rodriguez, 1996) la cantidad de estos microorganismos epifiticos puede
variar desde no detectable hasta 10*-10° ufc/g de material fresco. Sin embargo, los coliformes,
hongos, levaduras y bacterias aerébicas son generalmente los microorganismos que predominan
antes de la cosecha (Lindgren et al., citado por Rodriguez, 1996). Las BPAL también se
encuentran en la superficie de las plantas, donde las heterofermentativas tienen mayor
participacion que las homofermentativas. Sin embargo, las BPAL sélo representan menos del
10% de la poblacién total de los microorganismos epifiticos (Fenton, citado por Rodriguez,

1996).
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3.3. Proceso de Fermentacién

La fermentacion del material vegetativo ocurre espontaneamente en un ambiente l4ctico,
bajo condiciones anaerdbica, teniendo como resultado un bajo pH. En la practica, este proceso
comienza con el corte del forraje y deposicion del mismo en el silo, y termina cuando se abre el
silo y el ensilaje se expone al aire. El progreso del proceso de ensilamiento se divide en seis fases
de acuerdo a los cambios bioquimicos, microbiolégicos y ambientales que ocurren durante la
fermentacion. Estos cambios han sido descritos por varios investigadores (Gibson et al., 1958;

Beck, 1978; Seglar, 1993) y se resumen a continuacion.

Fase 1. Aerdbica:

Esta fase comienza cuando el forraje es cortado y depositado en el silo e
involucra la respiracién celular del material vegetativo, y a los microorganismos
aerdbicos (e.g. BPAL, levaduras) y cesa cuando se ha creado un ambiente
anaerobico en el silo al agotarse el oxigeno. Ademas hay una actividad importante
de varias enzimas vegetales, como las proteasas y las carbohidrasas. Ocurre la
hidrélisis de almiddn hasta monosacaridos que los microorganismos utilizan para
generar AL y comienza el descenso del pH. Los microorganismos epifiticos de la
planta (i.e. bacterias aerdbicas, hongos, levaduras) convierten los CSA en CO,,
agua y calor que resulta en un aumento leve en temperatura.

Fase 2. Anaerobica:

Al terminar la fase aerdbica, comienza la segunda fase que se designa

anaerobica. Esta fase es de corta duracion y corresponde al comienzo del

crecimiento exponencial de las BPAL. Las bacterias anaerobicas intensifican su
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actividad fermentativa y convierten los CSA en AL y los acidos grasos volatiles
(AA, AP, AB), CO;o0 etanol. Aumenta la acidez y disminuye la temperatura de la
masa vegetativa.

Fase 3. Acumulacion de acido lactico:

En esta, la produccion de AL y el crecimiento de las BPAL contindan a
modo exponencial, disminuyendo el pH. Esta fase finaliza cuando el contenido de
CSA disminuye, pudiendo llegar donde este se agota, y la disminucién del pH se
detiene. Esto puede ocurrir antes de la acumulacion de &cido lactico para
estabilizar el forraje.

Fase 4. Estable:

Durante esta fase continua la fermentacién pero a menor velocidad, con
una conversion del CSA restante y de los &cidos organicos (AA, AP, AB) por las
BPAL y otros microorganismos. Al finalizar esta fase, el pH y la temperatura se
estabilizan y las poblaciones de BPAL comienzan a disminuir.

Fase 5. Almacenamiento:

En esta fase podria ocurrir proliferacion de microorganismos indeseables
como clostridios, hongos y levaduras, si la produccion de AL en las fases
anteriores no fue suficiente. El factor principal que afecta la calidad del ensilaje
durante el almacenamiento es la entrada de oxigeno al silo. Esto facilita el
desarrollo de hongos y levaduras, causando pérdidas de materia seca (MS) y

calentamiento del material ensilado.
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Fase 6. Alimentacion:
Esta fase final, comienza cuando se abre el silo y se expone el ensilaje a
condiciones aerobicas y dura hasta el momento de su consumo por los animales.

En esta fase ocurre desperdicio de ensilaje por deterioro aerébico.

3.4. Estabilidad Aerobica del Ensilaje

La estabilidad aerobica (EA) se refiere al periodo de tiempo en que el ensilaje se
mantiene fresco y no se deteriora después de que se expone al aire (Kung, 2005). Segun el
criterio de Kleinschmit y Kung (2006), la EA puede ser definida también como la resistencia al
aumento de temperatura del ensilaje. La exposicion del ensilaje al oxigeno causa cambios en la
composicion quimica, temperatura, pH y poblaciones de microorganismos (e.g. crecimiento de
bacterias aerdbicas, hongos y levaduras). Al exponer el material ensilado a oxigeno, se cambia
de un estado anaerdbico a otro aerdbico. Esto provoca rapidamente el deterioro aerébico en las
superficies del material ensilado, al proliferarse microorganismos, como los hongos, a
temperaturas mayores a 37°C y pH mayores a 5 (Muck y Pitt, 1993). El aumento en temperatura
promueve la oxidacion microbiana de cualquier CSA residual y del AL para producir CO,, agua,
y calor (Honning y Woolford, 1979). Spoeltra et al., (1988) determinaron que el aumento en pH
y temperatura que se observa al exponer el ensilaje al oxigeno, proviene del metabolismo de
azucares y acidos organicos por microorganismos no deseados (i.e. bacterias aer6bicas, hongos y
levaduras). Durante las primeras etapas de deterioro, las concentraciones de fibra bruta, PB y
cenizas tienden a aumentar. La asimilacion de AL y CSA residual por microorganismos
aerobicos resulta en un aumento en el pH y esté correlacionado con altas temperaturas y pérdidas

de MS (McDonald et al., 1991). Woolford (1990) también sefial6 que el deterioro del ensilaje
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expuesto al oxigeno resulta en pérdidas de MS y nutrientes. ElI grado de EA del ensilaje
(resistencia al deterioro) se ve afectada por varios factores incluyendo las concentraciones de
oxigeno y de dioxido de carbono presentes, la poblacién microbiana, el tipo de forraje y
contenido de MS del mismo y la temperatura (Pitt, 1990).

3.5. Caracteristicas de Ensilajes Tropicales

En la mayoria de los paises tropicales el uso de ensilaje es limitado. Wilkinson (citado
por Church et al., 2002) sefiala que los pastos tropicales tienen tipicamente menos CSA que los
de clima templado y que la planta debe tener un contenido minimo de 3% de CSA para
garantizar una fermentacion adecuada. Sin embargo, la experiencia ha demostrado que
gramineas tropicales como el elefante (Pennisetum purpureum) y otras del genero Panicum,
pueden ensilarse satisfactoriamente (Church et al., 2002). Por el contrario, McDonald et al.,
(1991) indican que las caracteristicas fermentativas de los forrajes de las regiones tropicales
suelen no ser satisfactorias. Segun Catchpoole y Henzell (citados por Martinez, 1998) y
Namihira et al., 2009, los ensilajes producidos en climas tropicales se caracterizan por bajo
contenido de AL, un alto contenido de AA y un pH alto. Esto debido a bajo desarrollo de
poblaciones de BPAL que no cuentan con suficiente substrato de CSA presente en los forrajes
ensilados, a diferencia de los forrajes mas usados en clima templado. El proceso fermentativo de
ensilamiento en climas tropicales puede malograrse debido a altas poblaciones de hongos,
coliformes y levaduras, a diferencia de lo usual en climas templados donde predominan las
BPAL (McDonald et al., 1991). En el subtropico del estado de Florida, Adesogan (2006),
encontr6 que maiz ensilado a 42°C tuvo menor concentraciéon de AL y AA y mayor
concentracion de amonio y mas alto pH que maiz ensilado a una temperatura mas fresca. Bajo
estas condiciones de alta temperatura, la fermentacién tiende a ser mas heterolactica que

homolactica. Muck et al. (2003) traen a colacion que ensilajes hechos bajo condiciones calidas
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son mas propensas a sufrir una fermentacion clostridial. Namihira et al., (2009), encontraron que
el contenido de nitrato en los forrajes tropicales es un factor importante que influye en la calidad
del ensilaje y que un adecuado manejo del forraje fertilizado con nitrogeno puede facilitar una
fermentacion exitosa y ensilajes estables de gramineas sin pre-tratamiento. Ademas, se ha
observado que ensilajes con alto contenido de nitrdgeno, a pesar de su correspondiente mayor
capacidad amortiguadora, presentan una mejor fermentacion lactica que aquellos con bajo
contenido de nitrégeno. Otro factor involucrado puede ser diferencias en los microorganismos
presentes.

3.6. Aditivos para ensilaje

Los aditivos se utilizan para mejorar las caracteristicas fermentativas y estabilidad
aerdbica, reduciendo asi la pérdida de nutrientes y mejorando la aceptabilidad del ensilaje por
parte de los animales. Se recomienda el uso de aditivos para ensilajes para conservar el valor
nutritivo original del forraje cuando existen algunos factores que dificultan una fermentacion
adecuada (Contreras y Muck, 2006).

Muck (1993), inform6 que la utilizacion de aditivos (in6culos bacterianos) fue exitosa
principalmente con ensilajes de alfalfa y de pastos templados pero con el ensilaje de maiz mostro
un efecto limitado. Asi mismo, Wilkinson (1998), concluy6 que los mismos efectos beneficiosos
obtenidos con el uso de los aditivos en ensilajes de forrajes de climas templados, no es de esperar
que ocurran también en ensilajes de forrajes tropicales. Estos forrajes tropicales poseen mayor
contenido de fibra y mayor lignificacion que aquellos forrajes de clima templado. Ademas, como
obstaculos adicionales hay ciertas caracteristicas que son peculiares a los forrajes tropicales,
como su forma estructural, anatomica y quimica, que reducen su valor nutritivo en cuanto a

consumo voluntario (CV) y fermentacion en el rumen (Wilson, 1997). Tales caracteristicas
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pueden afectar la facilidad de cosechar, marchitar, triturar y compactar el material en el silo con
implicaciones para el proceso de fermentacion.

Los aditivos para ensilaje se clasifican en cinco categorias basadas en su mecanismo de
accion: (1) estimulantes de la fermentacion, (2) inhibidores de la fermentacion, (3) promotores

de la estabilidad aerdbica, (4) nutrientes fermentables y (5) absorbentes de liquidos (Cuadro 1).

3.7. Inbculos de bacterias productoras de acido lactico

Los inoculantes bacterianos para el ensilaje representan un tipo de aditivos disponibles en
el mercado que estimulan la fermentacién e inhiben el deterioro aerébico (Charley, 2006). Los
inoculos bacterianos consisten de microorganismos inactivos, desecados, que se activan cuando
se adicionan al forraje (Martinez, 1998). Los microorganismos son principalmente BPAL
(homofermentativas) seleccionadas que se utilizan procurando dominar la fermentacion y reducir
las pérdidas de nutrientes al promover la produccion de lactato y la acidificacion rapida (Huisden
et al., 2009). También existen in6culos con ambos tipos de BPAL, que buscan combinar una
rapida reduccién inicial en el pH, efectuada por las bacterias homofermentativas y mas tarde una
buena estabilidad aerdbica a cargo de bacterias heterofermentativas que producen mas AA
(Contreras et al., 2009). Bolsen (1999) recomend6 el uso de inoculantes bacterianos para todo
tipo de forraje ensilado, basdndose en varias investigaciones donde se mejor6 consistentemente
la eficiencia de la fermentacion, la recuperacion de la MS, la conversion alimentaria y el
aumento de peso vivo (PV) por tonelada de ensilaje de maiz y sorgo forrajero.

Seale (1986) y Muck (1988) definen las caracteristicas que los microorganismos de un

inoculo bacteriano deben poseer como las siguientes:
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b)

9)
h)

Las BPAL deben tener un crecimiento vigoroso y ser capaces de competir con y dominar
otros organismos durante la fermentacion.

Deben ser preferiblemente de tipo homofermentativas y producir gran cantidad de AL a
partir de hexosas.

Deben tolerar acidez y ser capaces de producir un pH cercano a 4.0 lo mas répido posible,
para inhibir el crecimiento de otros microorganismos.

Deben fermentar glucosa, fructosa, sacarosa, fructanos y preferiblemente pentosas.

No deben producir dextrinas a partir de glucosa 0 manitol a partir de fructosa.

No debe tener accion sobre acidos organicos.

Deben ser capaces de crecer a temperaturas de hasta 50°C.

Deben ser capaces de crecer en un material con bajo contenido de humedad.

No deben poseer actividad proteolitica.

Si el inéculo utilizado presenta las caracteristicas mencionadas anteriormente, se espera

cambios en el ensilaje, como dominancia de BPAL, aumento de AL y reduccion de pH.

Se han realizado investigaciones con indculos bacterianos en climas templados desde

mediados del siglo XX. Bryan-Jones y Carpintero et al., (citado por McDonald et al., 1991),

concluyeron que la adicion del indculo en ensilaje de ryegrass, mejoro6 el pH y las caracteristicas

fermentativas significativamente. McDonald et al., (1991) informaron que la inoculacion de

pastos ensilados a una temperatura de 42°C resulté en una poblacion mas alta de clostridios y

una concentracion mayor de AL que las presentes en pastos ensilados a 20°C.

En el tropico de Puerto Rico se han realizado pocos estudios sobre la utilizacion de

inoculos bacterianos en ensilajes. Rodriguez (1996) no pudo demostrar que el uso de un

inoculante microbiano evitara el deterioro de ensilaje de sorgo forrajero al exponerse a
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condiciones aerdbicas. Al ensilar sorgo granifero (Sorghum bicolor), Martinez et al., (1999)
afladieron un inoculo comercial de BPAL a tres niveles diferentes (0,1 6 2 veces la dosis
recomendada) y encontraron que el in6culo a la dosis recomendada mejord ciertas otras
caracteristicas, pero no la estabilidad aerdbica, y tampoco se logro efecto positivo al aumentar la
dosis al doble de lo recomendado. Adesogan et al., (2004) ensilaron pasto Bermuda inoculado
con P. pentosaceus y L. buchneri, y observaron una mejoria en la fermentacion pero no en la

estabilidad aerdbica debido a una fermentacion butirica.
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Cuadro 1. Clasificacion de aditivos para ensilaje

Estimulantes de la Fermentacion

Cultivo de Bacterias Fuente de Carbohidratos”
Bacterias Acido Léacticas Glucosa

Sacarosa

Melaza

Cereales

Trigo

Pulpa Remolacha

Pulpa Citricos

Papa
Celulosa
Inhibidores de la Fermentacion
Acidos Otros

Acidos Minerales Formaldehido
Acido Acético Paraformaldehido
Acido Lactico Nitrito de sodio
Acido Benzoico Didxido de sulfuro
Acido Acrilico Metabisulfito de sodio
Acido Glicélico Bisulfato de amonio
Acido Sulfamico Cloruro de sodio
Acido Citrico Antibiéticos
Acido Sérbico Di6xido de carbono

Bisulfito de carbono
Hexametilenetetranima
Bronopol

Hidrdxido de sodio

Inhibidores del deterioro aerdbico Nutrientes* Absorbentes

Bacterias Acido LActicas Urea Pulpa Remolacha Azucarera
Acido Propidnico Amoniaco Paja

Acido Caproico Biuret Cebada

Acido Sérbico Minerales Polimeros

Paramicina Bentonita

Amoniaco

*La mayoria de las sustancias incluidas en las fuentes de carbohidrato también pueden ser incluidos en los nutrientes.
Adaptada de McDonald et al., 1991.
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3.8. Consumo Voluntario de Ensilaje

El CV es uno de los criterios utilizados para determinar el valor nutritivo de los alimentos
y es influenciado por las caracteristicas del animal y del forraje. EI CV del forraje es un
importante factor determinante de la produccion animal. El consumo del ensilaje en rumiantes es
controlado por los mismos mecanismos basicos que regulan el consumo de forrajes en general, y
podria ser mayor o menor del mismo forraje en forma fresca o seca (McDonald et al., 1991).
Dulphy (1980), (citado por McDonald et al., 1991) sefiala reducciones en el consumo de MS
hasta un 50% en gramineas frescas cortadas y ofrecidas directamente al animal cuando se
compara con ensilaje de graminea. Rook y Gill (1990) y Wilkins et al. (1971) demostraron que
el consumo de MS del ensilaje esta relacionado con las caracteristicas fermentativas, como
concentraciones de los acidos organicos (AL y AA), amoniaco y nitrogeno total. Mc Leod et al.,
(1970) encontraron que la adicién de AL al ensilaje, redujo el consumo voluntario de MS en
ovejas. Por otro lado, Thomas et al., (citado por McDonald et al., 1991) demostraron que la
adicion de AL al ensilaje de gramineas, no tuvo efecto significativo sobre el consumo de MS en
novillas, pero cuando se adiciond AA el consumo se redujo. EI AL no parece influir en el
consumo voluntario de MS del ensilaje, aungue cuando se expresa como una proporcion de los
acidos organicos totales, puede dar una indicacion relativa de consumo de ensilaje (Wilkins et
al., 1971). El nitr6geno amoniacal es producido durante la fermentacion de los ensilajes debido a
la accion proteolitica de microorganismos del género Clostridium y Enterobacteria (McDonald
et al., 1991). Segun Wilkins et al., (1971) el contenido del nitrbgeno amoniacal de los ensilajes,
expresado como porcentaje del nitrogeno total (N-NHs/N-Total), se correlaciona negativamente
con el CV. Sin embargo, otros estudios no evidencian que el nitrégeno amoniacal tenga un efecto

negativo en el CV de los ensilajes (Rook, 1991). Thomas (1985) concluye que el N-NH3/N-
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Total, puede proporcionar un indice para separar ensilajes de bajo consumo, de ensilajes bien
fermentados y mejor consumidos.

Teller et al., (1990) sefialan que el tamafio de particulas del material vegetativo influye
sobre el CV del ensilaje ya que particulas pequefas facilitan una mejor fermentacion en el silo y
un incremento en la tasa de pasaje del material vegetativo a través del tracto digestivo. Al reducir
el tamafio de particulas del ensilaje, se ha observado aumentos significativos en el consumo de
MS (Thomas et al., 1976). Al reducir el tamafio de particulas, se aumenta el consumo de ensilaje
de dos maneras: por facilitar la fermentacion ruminal y aumentar la tasa de pasaje del contenido
del rumen (McDonald et al., 1991). Por otra parte, Ojeda (1988) concluye que la disminucion en

el CV del ensilaje esta relacionada con el deterioro debido a la exposicion aerdbica.
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4.0. MATERIALES Y METODOS

Se realizaron dos experimentos cada uno de los cuales constd de un trabajo de
ensilamiento en el laboratorio y una prueba de CV in vivo con corderos. Se evaluaron dos
productos comerciales basados en BPAL homofermentativas y heterofermentativas. En el primer
experimento, el producto evaluado fue In6culo Comercial 1, un inoculante microbiano disefiado
para mejorar la fermentacion y reducir o evitar la descomposicioén de los forrajes ensilados.
Contiene cepas acido lacticas heterofermentativas y homofermentativas de L. buchneri, en
combinacion con P. pentosaceus. En el segundo experimento, se evalu6 In6culo Comercial 2,
un inoculante compuesto por bacterias homofermentativas y heterofermentativas acido lacticas
tales como E. faecium, L. brevis y L. plantarum, que alegadamente ayuda a alcanzar una
estabilidad Optima tanto anaerébica como aerdbica en ensilajes de gramineas, alfalfa, trébol, y
otros forrajes. Ambos son productos en forma de polvo, dispersables en agua.

4.1. Material Vegetativo

En ambos experimentos, el material vegetativo se cosechd en predios pertenecientes a la
vaqueria de la Estacién Experimental Agricola (EEA) de la Universidad de Puerto Rico,
localizada en el Municipio de Lajas. Las GTN utilizadas en ambos experimentos constaron
mayormente de una combinacion de hierbas guinea (Panicum maximum) , johnson (Sorghum
halepense), pangola (Digitaria decumbens) y buffel (Cenchrus ciliaris). Las GTN utilizadas del
experimento 1, fueron cosechadas a 90 dias de madurez, mientras que en el experimento 2 a los
60 dias de madurez. Las GTN del experimento 1 se cortaron mecanicamente a 5.08cm del suelo,
lo que resultd en contaminacién con material inorganico (suelo), mientras en el experimento 2 se
cortaron las plantas a 15.24cm en un intento por reducir la recogida de suelo junto con la materia

vegetal. El forraje fue cortado en el mismo predio, pero dos lugares diferentes en los dos

25



experimentos. Antes de ensilar se triturd el forraje mecanicamente con una cortadora de forraje
(New Holland serie 36), para reducirlo a un tamafo tedrico de 2.5 cm de largo y se asigné a uno
de los dos tratamientos experimentales: (T1) sin aditivo (control), y (T2) con el in6culo
comercial de BPAL correspondiente aplicado a razén de 10° y 10" ufc/g de material fresco para
In6culo Comercial 1 y In6culo Comercial 2. El indculo comercial se aplico foliarmente al
material vegetativo triturado. Este fue mezclado manualmente con y sin el aditivo y ensilado en

microsilos de PVC de 1.2 kg de capacidad (Figura 4).

Antes de ensilarse el forraje, se tomd una muestra para analisis de su contenido de MS
mediante el secado al horno a 64°C por 48 horas. Los contenidos de materia organica (MO),
materia inorganica (MI), proteina bruta (PB), fibra detergente neutro (FDN) y acido (FDA),
lignina, y CSA fueron determinados en un laboratorio comercial (Dairy One, Forage Lab, Ithaca,

NY), utilizando metodologia establecida (A.O.A.C., 1991; Van Soest et. al. 1991).

Figura 4. Microsilos con valvulas de gas
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4.2. pH y Productos de Fermentacion

Para monitorear las caracteristicas fermentativas y composicion quimica al transcurrir el
proceso de ensilamiento, se analizaron muestras del material vegetativo fresco y se abrieron y
muestrearon el contenido de tres silos por tratamiento a los 0, 4, 7, 14, 21, 28 y 35 dias de
fermentacion. Las muestras correspondientes a cada periodo de fermentacion, se sometieron a
determinacion de pH y productos de fermentacion. Para determinar el pH, se mezclaron 50g de
cada muestra con 450ml de agua destilada (pH 7.0) y se agité en una maguina homogeneizadora
por dos minutos. El extracto acuoso resultante se filtré a través de gasa de tela y el filtrado se
utilizé para medir el pH, realizado con un medidor equipado con electrodo, estandarizado para
pH 4 a 7 utilizando soluciones amortiguadoras comerciales. La determinacién de productos de
fermentacion (AL, AA, AP y AB), nitrogeno amoniacal y N-NHs/N-Total se realizdé en un

laboratorio comercial (Dairy One Forage Lab, Ithaca, NY).

Los datos experimentales referentes a pH y productos de fermentacion se analizaron
conforme a un disefio completamente aleatorizado (DCA) con un arreglo factorial 2 x 7. El
analisis estadistico se llevo a cabo mediante el Modelo Lineal General (GLM) de SAS. Para
comparar las diferencias entre los tratamientos individuales se realiz6 una prueba de separacion
de medias TUKEY (SAS, 2004). ElI modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yijk =+ oi+ i+ ofj + &

Donde:

Yij = variable dependiente (pH y productos de fermentacion)
M = media general estimada

a; = efecto de tratamiento (Control e In6culo)
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Bj = efecto de dias de fermentacion (0, 4, 7, 14, 21, 28, 35)
af jj = interaccion de ambos factores

&j = error experimental

4.3. Estabilidad Aerdbica

Para la determinacion de la estabilidad aerébica impartida por ambos tratamientos, se
abrieron microsilos de cada tratamiento por triplicado, después de 35 dias de fermentacién. Se
colocaron 500g del ensilaje en recipientes de poliestireno, parcialmente envueltos con bolsas de
plastico (Figura 5), y se expuso al aire durante cinco dias. La temperatura fue revisada cada seis
horas durante cinco dias con termometros colocados en la masa del ensilaje. Se determiné el pH
del ensilaje después de 0, 1, 3 y 5 dias de exposicion aerébica como descrito anteriormente.

Los datos experimentales para temperatura en la prueba de estabilidad aerdbica se
analizaron conforme a un disefio de parcelas divididas utilizando el procedimiento de Andlisis de
Modelos Mixtos (proc mixed) de SAS. Las diferencias entre los tratamientos individuales se
sometieron a una prueba de separacion de medias “Least Square Means” (SAS, 2004). EI modelo
estadistico fue el siguiente:

Yij=p +oit i+ o+ &

Donde:

Yijx = variable dependiente (temperatura)

[ = media general estimada

a; = efecto de tratamiento (Control e In6culo)

Bj= efecto de la hora de exposicion (0, 6, 12, 24, 30, 48, 72, 96 y 120)

af jj = interaccion de ambos factores.
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&j = error experimental
Los datos experimentales de pH observados en la determinacion de estabilidad aerébica
se analizaron del mismo modo que los datos de temperatura, excepto que en vez de nueve horas,

se utilizaron cuatro dias de exposicion (0, 1, 3, 5) al aire.

Figura 5: Ensilaje de GTN expuesto a condiciones aerobicas en

recipientes de poliestireno forrado con bolsas de

plastico y termdmetros incrustados.
4.4. Consumo Voluntario

Para determinar el CV para ambos experimentos se utilizaron, en un solo periodo, seis

ovinos machos, nativos de tipo carnico de un afio de edad aproximadamente y de PV de 34.17 +
6.94 kg. Se alojo cada cordero en una jaula provista de un comedero doble (Figura 6). Se
alimentaron tres animales con cada una de las dos dietas experimentales, durante la prueba de 10
dias de duracién, abarcando cinco dias para adaptacion a la jaula, y la rutina experimental y
cinco dias de recoleccion de datos comparativos. Para la preparacion de los ensilajes se llenaron

manualmente 10 bolsas de plastico de 55 galones de capacidad con GTN, con adicion de un

indculo (5 bolsas - T2) o sin dicha adicion (5 bolsas - T1). Las bolsas se cerraron al vacio
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utilizando una aspiradora y se dejaron para fermentar durante 35 dias. Para ambos experimentos,
una bolsa del T1 y otra del T2 aportaron ensilaje suficiente para alimentar los animales durante
dos dias. Ambas dietas experimentales tenian en comdn un 50% de heno de gramineas tropicales
naturalizadas (HGTN) y 50% de GTN fermentadas con BPAL (T2) o sin BPAL (T1). La
alimentacion con el ensilaje y el heno se realizé diariamente a las 6:00am, ofreciendo los dos
componentes de la dieta por separado en los dos compartimientos del comedero doble a razon de
3% del PV a base seca (BS). El material rechazado fue recolectado y pesado diariamente luego
de 24 horas en el comedero. Durante todo el experimento se le suministr6 agua ad libitum.

Para ambos experimentos los datos experimentales de CV se analizaron conforme a un
DCA con 3 repeticiones por tratamiento. El analisis estadistico se realiz6 mediante el GLM de
SAS vy las diferencias entre los tratamientos individuales se sometieron a una prueba de
separacion de medias “TUKEY” (SAS, 2004). EI modelo estadistico fue el siguiente:

Yi=p+oite

Donde:
Yij = variable dependiente (CV de ensilaje de GTN, CV de HGTN y CV de MST)

M = media general estimada
a; = efecto de tratamiento (Control e Indculo)

& = error experimental

Se calculd y expreso el CV del ensilaje también en relacion al forraje ofrecido (ensilaje +

heno) y en relacion al ofrecimiento de ensilaje.
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Figura 6: Cordero macho tipo carne en jaula con comedero doble.

5.0. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Experimento con In6culo Comercial 1

Las GTN utilizadas en este experimento mostraron un pH inicial, media de 5.75 y
contenidos porcentuales BS de: MS, 35.54; Ml, 14.02; MO, 85.98 (100-Ml), CSA, 0.15 y PB,
6.05. Referente a los componentes de paredes celulares se determinaron valores porcentuales de:
FDN, 69.58; FDA, 51.82, hemicelulosa, 17.76 (FDN-DFA) y lignina 6.52 (Cuadro 2). Esta
composicién de las GTN antes de ensilarse se asemeja a las obtenidas en estudios previos con
gramineas tropicales, que se caracterizan por concentraciones bajas y variables de CSA vy altas de

paredes celulares (Wilkinson, 1983; Van Soest, 1994; Rodriguez et al., 2001).
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Cuadro 2:  pH y composicion quimica inicial de gramineas tropicales naturalizadas ensiladas
en microsilos con y sin In6culo Comercial 1.

Caracteristicas® Media Desviacion Estandar

pH 5.75 0.07

Composicion Quimica (%)

MS 35.54 0.06
Ml 14.02 1.38
PB 6.05 0.86
FDN 69.58 3.05
FDA 51.82 1.34
Lignina 6.52 1.17
CSA 0.15 0.18

! Media de 3 repeticiones.

5.1.1. pH y Productos de Fermentacion

La acidez, medida inversamente por el pH fue menor, después de cuatro dia de
ensilamiento en GTN ensiladas sin inoculo (T1, 4.65), al comparase con el tratamiento con
in6culo (T2, 4.36) (Cuadro 3). Sin embargo, ya a los siete dias la situacion fue al revés y la
diferencia a favor de T1 fue significativa (P< 0.05, 4.14 vs. 4.79). No se observaron diferencias
significativas en pH entre tratamientos después de los siete dias de fermentacion y no se mantuvo
ninguna de las tempranas ventajas citadas. Se verificd una interaccion de tratamiento por dia (P<
0.001). El dnico caso de alcanzar el pH de 4.2, que representa la acidez recomendada para definir
un ensilaje estable y de alta calidad (Breirman y Ulvelsi; citados por McCollough, 1978) fue el

de T1 a los siete dias de fermentacion. Los resultados presentes concuerdan con los de otros
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experimentos realizados con ensilamiento de gramineas en ambiente tropical, donde se ha
demostrado que la adicion de indculos de bacterias acido lacticas disminuye el pH, durante los
primeros dias de la fermentacion, pero este efecto desaparece después de un lapso que ha variado
entre experimentos (Rodriguez, 1996).

La concentracion de AL fue menor (P<0.05), en el ensilaje fermentado sin in6culo
microbiano, (T1) a los 0 y 21 dias, pero mayor (P<0.05) a los 7 y 14 dias de fermentacién
relativo a T2, mientras las diferencias a favor de T2 a los 4 dias y a favor de T1 a los 35 dias no
resultaron significativas (Cuadro 3). La interaccién de tratamiento por dia fue significativa (P<
0.001). En fin, el patron de efectos de los tratamientos fue erratico. En sol6 dos casos se
observaron concentraciones de AL mayores de 1% (T2 a los 4 dias y T1 a los 7 dias). Esto
contrasta con la guia de que un contenido de AL de 1.5% en BS sea considerado como el minimo
requerido en un ensilaje de alta calidad, o que da indicios de una fermentacién homolactica
(Breirman y Ulvelsi; citados por McCollough, 1978). Por otro lado, Bates et al. (1989),
argumentaron que la concentracién ideal de AL de una buena fermentacion es de
aproximadamente 3.0%. Las hierbas de climas tropicales tipicamente tienen menor
concentracion de CSA que las de clima templado, lo que no es ideal para lograr una
fermentacion lactica adecuada (Titterton y Bareeba, 2000). El bajo contenido de CSA y de AL,
resultan en ensilajes con altos valores de pH (Vendramini et al., 2010). En la investigacion de
Rodriguez (1996) con ensilaje de sorgo forrajero en clima tropical, la inoculacion con BPAL
incremento el contenido de AL durante los primeros 14 dias de fermentacion.

El contenido de AA no difirio significativamente entre ambos tratamientos a través del
periodo fermentativo (Cuadro 3). Sin embargo, el efecto de dias de fermentacion fue

significativo (P<0.001), en virtud de una marcada tendencia ascendente con el tiempo hasta
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alcanzar concentraciones maximas de AA luego de 28 dias para luego retroceder hasta el dia 35.
Los contenidos de AA y AL presentes, concuerdan con los de estudios previos que mostraron en
ensilajes tropicales alto contenido de AA y bajo contenido de AL (Catchpoole y Henzel, 1971).
La observacion de Oude Elferink et al., (2000), de que L. buchneri tiene la habilidad de convertir
el AL en AA podria explicar en parte la alta produccion de AA después del dia 7 y hasta el 28 de
fermentacion. Se ha fijado la concentracion ideal de AA en ensilaje de pastos tropicales en
menos de 3.0%, lo cual es ampliamente mayor que los valores presentes, pero se formoé mas AA
que AL, tal vez por ocurrir una fermentacion heteroléctica debido a la baja concentracion de
CSA. Vendramini et al. (2010) obtuvieron concentraciones de AL y AA parecidas a las presentes
al ensilar hierbas en climas tropicales e indicaron que seria por tratarse de una fermentacion
heterolactica.

Los &cidos organicos, AP y AB no difirieron significativamente entre tratamientos con
excepcion de AB a los 14 dias. (Cuadro 3). La concentracion de AP fue en aumento (P< 0.001)
durante los primeros 28 dias del periodo de fermentacion para luego descender a los 35 dias
sobre todo en T1. La media de AB de 7.10% en BS representa un valor inexplicable y que
excede grandemente lo recomendado de menos de un 1% (McCollough, 1978). Investigaciones
mas recientes indican que una alta concentracion de AB en el ensilaje (> 0.5% de MS) se debe a
una indeseable fermentacion clostridial (Kung y Shaver, 2001). Ensilajes con alto contenido de
AB son por lo general bajos en valor nutritivo y tienen niveles elevados de FDA y FDN (Cuadro
5) porque muchos de los nutrientes solubles han sido degradados y ha ocurrido pérdida de MS.
Ademas, tales ensilajes generalmente presentan bajos niveles de energia digerible y sus proteinas
estan extensamente degradadas resultando en un aumento en la fraccion nitrogenada no proteica.

Asi mismo, Kung y Stoke (2001), concluyen que altos niveles de AB presentes en los ensilajes
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hechos de forrajes bajos en contenido de azucar o demasiado humedos (<30% de MS) y podrian
ser resultado de extensa degradacion de proteina. Sin embargo, estas consideraciones no bastan
para justificar los exagerados niveles de AB arrojados por el andlisis de los ensilajes presentes.

El contenido de N-amoniacal fue numéricamente (P> 0.05) menor en GTN ensiladas sin
aditivo a los dias 28 y 35 de fermentacién (Cuadro 3). En ambos tratamientos, la concentracion
N-NH; fue practicamente nula hasta el dia 14 de fermentacion para luego aumentar durante el
resto del periodo de fermentacion en T2 pero sélo hasta el dia 21 en T1. Esto es indicativo de una
mayor hidrélisis de compuestos nitrogenados en ensilaje con indculo de BPAL pero siempre a
bajo nivel en general. Segun el criterio N-NH3/N-Total, el N contribuido en forma de NHj3 llego
a constituir un maximo de 1.69% del N-Total en T1 (a los 21 dias) y 3.94% en T2 (a los 35 dias),
sin diferencias significativas (Cuadro 3). La ausencia de evidencia de extensa degradacion de la
proteina de estos ensilajes no concuerda con los altos valores de AB obtenidos en el analisis

quimico y pone en duda los mismos.
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Cuadro 3. Efecto del tratamiento y dia de fermentacion sobre el pH y los productos de fermentacion de GTN ensiladas con y sin
Inéculo Comercial 12,

Tratamiento Probabilidad (P>F)
Caracteristica’  Dia 1 2 EEM?® T D° T*D®
pH 0 5.77 5.68 0.008 0.033 0.001 0.001
4 4.65 4.36
7 4.14° 4.71°
14 451 4.60
21 4.45 454
28 4.50 4.49
35 4.39 4.38
Productos de Fermentacién (%)
Acido lactico 0 0.132° 0.172? 0.201 0.006 0.001 0.001
4 0.948 1.065
7 1.134% 0.585°
14 0.475° 0.096°
21 0.050°  0.143°
28 0.144 0.136
35 0.147 0.115
Acido acético 0 0.172 0.192 0.349 0.614 0.001 0.506
4 0.390 0.471
7 0.404 0.416
14 0.552 0.636
21 0.591 0.655
28 1.702 1.499
35 1.086 1.059
Acido propidnico 0 0.000 0.003 0.023 0.518 0.001 0.891
4 0.007 0.006
7 0.028 0.021
14 0.077 0.118
21 0.114 0.085
28 0.231 0.229
35 0.142 0.203
Acido butirico 0 0.034 0.484 0.948 0.946 0.001 0.681
4 0.887 1.041
7 2.772 2.894
14 6.708"  10.272°
21 9.114 7.672
28 17.278  18.074
35 12946  15.352
N-NH; 0 0.000 0.000 0.003 0.113 0.208 0.807
4 0.000 0.000
7 0.002 0.000
14 0.002 0.000
21 0.014 0.013
28 0.013 0.020
35 0.011 0.033
NH3/N-Total 0 0.000 0.000 3.704 0.469 0.285  0.807
4 0.000 0.000
7 0.237 0.000
14 0.197 0.000
21 1.694 1.615
28 1.536 2.364
35 1.340 3.940

! Media de 3 repeticiones.

2 Medias con diferentes letras en la misma fila tienen diferencia significativa bajo la prueba de Tukey.
® Error estandar de las medias.

* Efecto de tratamiento. (1= Control, 2= Indculo)

® Efecto de dia de fermentacion.

® Interaccion entre tratamiento y dia de fermentacion.
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5.1.2. Estabilidad Aerdbica

El deterioro aerdbico de ensilajes ocurre debido al metabolismo de azUcares residuales y
acidos orgénicos por microorganismos (e. g. bacterias aerdbicas, levaduras, hongos) y este puede
ser detectado por aumentos en temperatura y pH (Spolestra et al., 1988). En el experimento
presente, se observé un aumento en el pH (P<0.05) en ensilajes inoculados con BPAL y
expuestos a condiciones aerdbicas durante cinco dias (de 4.38 a 4.55) y al compararse con
ensilajes sin aditivo hubo diferencia significativa (P< 0.05) a los 3 y 5 dias (Cuadro 4). Si bien,
los cambios decrecientes en la acidez fueron de pequefia magnitud se verificaron efectos
significativos de tratamientos (P<0.015) y dia de fermentacion (P<0.022) mientras la interaccion

de tratamiento por dia se acercd a la significacion (P<0.061).

La temperatura de los ensilajes expuestos al aire no demostrd diferencias entre
tratamientos (P>.05), pero si las hubo entre horas (P<0.001), pero limitadas mayormente a
cambios ocurridos durante las primeras 12 horas (Cuadro 4). En fin, el ensilaje de GTN
producido bajo ambos tratamientos fue estable durante cinco dias de ser expuesto a condiciones
aerébicas. En un estudio previo, se observd, que la adicion de indculos bacterianos, mejor6 las
caracteristicas fermentativas, pero no la estabilidad del ensilaje cuando se comparoé con ensilajes
sin aditivos (Rodriguez, 1996). Esto difiere de los resultados presentes en el primer punto pero
concuerda con respecto al segundo. Sin embargo, en ese estudio se utiliz6 sorgo forrajero un

forraje con alto contenido de CSA y menor contenido de paredes celulares que las GTN.

Lindgern et al. (1985) encontraron que en ambientes templados forrajeras ensiladas con
indculos microbianos conteniendo bacterias acido lacticas mostraron fermentacion homoléactica

predominantemente. Esto reduce las pérdidas energéticas durante la fase de almacenamiento,
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pero puede aumentar el deterioro, una vez el ensilaje se expone al aire.
sefialaron que el aumento en la produccién de AL mediante fermentaciones homol&ctica podria
resultar en ensilajes menos estables aer6bicamente. Pitt et al. (1991), demostraron que el AA 'y
AP tienen propiedades bacteriostaticas o micostéticas, por lo cual pueden contribuir a la
estabilidad aerdbica de los ensilajes. Kung y Stokes (2001), comentan que un ensilaje con alto
contenido de AB, podria ser muy estable cuando se expone al aire aunque tenga un pH bastante
alto. Por otro lado, Kung (2005) argumenta que el AB causado por la actividad de clostridios es
uno de los agentes de mayor actividad anti-hongos producidos en el ensilaje. Asimismo, los

ensilajes con bajo contenido de AL, pero un contenido de AA mayor de 1%, son indicativos de

fermentaciones pobres pero pueden ser estables a condiciones aerdbicas.

Cuadro 4. Efecto del tratamiento y dia de exposicion aerdbica sobre el pH y la temperatura de GTN ensiladas con y sin Indculo

Comercial 12.

Tratamientos

Probabilidad (P>F)

Caracteristica 1 2 EEM?® T D° T*D°
(Dia)
pH 0 440  4.38 0.003 0.015 0.022  0.061
1 450 450
3 439" 452
5 442° 4557
Temperatura C° (Hora)
0 2556  26.11 0.592 0.165 0.001  0.922
6 26.48  26.48
12 2722 27.22
24 2741 2741
30 2741 2741
48 2722 2741
72 2722 2759
9 2741 2741
120 2741 27.22

! Media de 3 repeticiones en Base Seca.

2 Medias con diferentes letras en la misma fila tienen diferencia significativa bajo la prueba de Tukey.
3 Error estandar de las medias.

4 Efecto de tratamiento. (1= Control, 2= Inéculo)

® Efecto de dia de fermentacion/hora de exposicion aerdbica.
® Interaccién entre tratamiento y dia de fermentacién/hora de exposicién aerébica.
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5.1.3. Consumo Voluntario

Se observo, un mayor consumo total (CT) y consumo de ensilaje (CE) en el tratamiento
con aditivo (Figura 7) por méargenes de 154.3 y 178.3 g/d, respectivamente. Al contrario, el
consumo de heno (CH), fue 24.1 g/d menor en el tratamiento inoculado relativo al control (563.8
vs. 587.9 g/d) aunque las diferencias entre tratamientos no fueron significativas. La observada
disminucion en el CE relativo al CH no tiene una explicacion obvia en ausencia de datos
especificos sobre los productos de fermentacion en los ensilajes usados en esta prueba in vivo.
Aunque no se dispone de dichos datos en estos ensilajes los resultados, en la media en que
podrian ser aplicables, obtenidos con microsilos no revelaron indicios de composicion quimica
problemaética para un buen CV. Kung y Stokes (2001) asociaron ensilajes con altas cantidades de
AA y AB con bajos consumos de MS. Kung y Shaver (2001), sefialaron que altas
concentraciones de amoniaco y de AB suelen ser de baja aceptacion animal, pero esto puede
deberse a la presencia de concentraciones significativas de otros productos de la descomposicion,
tales como aminas, que reducen el consumo del animal. Church et al. (2002), concluyeron que un
alto pH junto con un alto porcentaje de AB, crea condiciones dptimas para la proliferacion de
ciertos tipos de clostridios. Estos clostridios fermentan compuestos de NNP, con liberacion de
amoniaco y la formacién de olores desagradables (a podrido) y posiblemente toxicidad.
Buchanan-Smith (1990), concluyé que un ensilaje con alto porcentaje de AA (>1%) sin

incrementos en los valores de otros constituyentes, reduce la palatabilidad y por lo tanto el CV.
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Figura 7: Consumo total e individual de ensilaje con o sin Inéculo
Comercial 1y heno de gramineas tropicales naturalizadas

La relacion de ensilaje consumido a ensilaje ofrecido (CE/EQO) fue mayor para el
tratamiento inoculado (97.45%) comparado con el tratamiento sin inocular (62.85%), lo que
indica una mejor aceptacién por parte de los animales con ensilaje inoculado versus el no
inoculado (Figura 8). También la relacion de CE/CT fue mayor para el tratamiento con
inoculacién (46.79%) que en el ensilaje sin inocular (34.55%), lo que constituye otro criterio

indicativo de la relativa aceptacion animal en ambos casos.
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Figura 8: Relacion del consumo de ensilaje GTN con o sin In6culo Comercial 1
(CE) con el ensilaje ofrecido (EO) y con el consumo total (CT) expresados
como porcentaje.

5.2. Experimento con Inéculo Comercial 2

En este estudio las GTN usadas tuvieron un pH media inicial de 6.10 y contenidos
porcentuales BS de: MS, 25.78; MI 15.15 MO, 84.85 (100-MI); CSA 0.53; PB, 6.67; FDN, 67,
FDA, 52.90; Hemicelulosa, 14.10 (FDN-FDA) y lignina 7.47 (Cuadro 5).

Una comparacién del pH y la composicion quimica inicial de las GTN de ambos
experimentos, indica que las GTN del experimento 1 tuvieron un pH maés bajo (5.75) con una
diferencia de 0.35 unidades en la escala de pH. Las GTN del experimento 1, también tenian
mayor contenido de MS (35.53%) superando el valor del experimento 2 por casi 10 unidades
porcentuales. Van Soest (1994), argumenta que el porcentaje recomendable de MS en un forraje
para ensilar fluctia entre de 25 a 35% de modo que el valor observado en este caso podria ser

justamente adecuado o posiblemente marginalmente inadecuado. Sin embargo, los contenidos
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iniciales de MI, PB, FDN, FDA vy lignina fueron similares en BS en ambos experimentos.
Resultd sorprendente el contenido de MI tan alto y hasta un poco mas en este caso que en el
primer experimento, en ausencia de obvia contaminacion de GTN con el suelo en el segundo
experimento. El contenido de CSA fue mayor en el segundo que en el primer experimento (0.53
vs 0.15%), pero ambos valores estan bastante por debajo del contenido ideal (3%) (Wilkinson

citado por Church et al. 2002).

Cuadro 5: pH y composicion quimica inicial de gramineas tropicales naturalizadas ensiladas
con vy sin In6culo Comercial 2.
Caracteristicas’ Media Desviacién Estandar
pH 6.10 0.07

Composicion Quimica (%)

MS 25.78 0.32
MI 15.12 0.63
PB 6.67 0.25
FDN 67.00 1.27
FDA 52.90 0.40
Lignina 7.47 0.66
CSA 0.53 0.20

! Media de 3 repeticiones.

5.2.1. pH y Productos de Fermentacion

Las GTN ensiladas con adicion del Inoculo Comercial 2 demostraron valores de pH
menores durante todo el proceso de ensilamiento (P>0.05) y una media menor (P < 0.0001), de

5.23 en comparacion con el de T1 (control) de 5.57. Aun asi hubo variacion suficiente para
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resultar en una interaccion de tratamiento por dia de fermentacion (P=0.008) En ambos
tratamientos el pH disminuyd progresivamente al trascurrir los 35 dias de fermentacion (P
<0.001) (Cuadro 6) y la diferencia entre los dos tratamientos se ensanchaba. Ninguno de los
tratamientos logré ensilaje con pH menor o igual a 4.2, el pH recomendado para definir un
ensilaje como estable; el valor final de T2 (4.77) empez0 a acercarse a dicha meta, pero le quedo
maés lejos que los pH finales obtenidos con los ensilajes en el experimento anterior (4.39 y 4.38).

Esto podria ser producto del mayor contenido inicial de MS en la GTN ensilada en ese caso.

El T2 demostr6 una temprana ventaja en la concentraciéon de AL (P<0.05) a los 4 y 7 dias
de fermentacién respecto al control, pero no subié mas que a 0.554% para luego disminuir
abruptamente y seguir con un valor inferior al de T1 durante el resto del periodo de fermentacion
con excepcion del dia 21, resultando en una interaccion de tratamiento por dia de fermentacion
(P=0.002). El hecho que la media de T2 (0.26%) super6 (P<0.05) el de T1 (0.10%) no es muy
ilustrativo. En ambos tratamientos, el porcentaje de AL disminuyd después del dia 7 de
fermentacion, probablemente debido a la falta de carbohidratos para las BPAL. Otro factor
contribuyente podria ser la utilizacién de AL como sustrato por partes de otras integrantes de la
microflora. En experimentos relacionados, Rodriguez (1996) encontrd que inocular sorgo
forrajero con BPAL, incrementd la concentracion de AL en los primeros 14 dias de

fermentacion.

En el tratamiento con el inoculo comercial, durante los primeros siete dias de
fermentacion, el pH disminuyé de 6.04 a 5.02 al comparar con el tratamiento sin inocular que
descendio de 6.15 a 5.49. Durante estos mismos dias de fermentacion de la GTN inoculada, el

porcentaje de AL aumentd de 0.02% hasta 0.55%, lo que podria ser la causa principal de este
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descenso de pH del T2. Por contraste, en el T1 sin inocular el porcentaje de AL sélo aumentd de

0.02 a 0.12 durante el mismo lapso de fermentacion.

El contenido de AA (Cuadro 6) aumento progresivamente durante los primeros 28 dias
del periodo de fermentacion (P<0.001), y hubo diferencia a favor del tratamiento control sobre
T2 a partir del dia 14 y hasta el dia 35 de fermentacion, cuando alcanz6 significacion (0.59 vs.
0.28%) (P<0.05). Ambos tratamientos resultaron en contenidos de AA por debajo del nivel de

1% que podria aportar algo de importancia a la preservacion del ensilaje.

La comparacion de medias de contenido de AP favorecio (P = 0.0002) al tratamiento
control (sin inéculo) sobre T2 (0.11 vs. 0.04%). Al transcurrir los dias de fermentacion, el
contenido de AP aumenté (P<0.05) en ambos tratamientos, pero siempre con ventaja de T1 sobre
T2 y sblo en el T1 sobrepasé el limite recomendado en ensilajes de gramineas por Kung y
Stokes, (2001) (<0.1%/ BS). Referente al contenido de AB, se observd un aumento progresivo
(P<0.001) a través del periodo fermentativo en los ensilajes de ambos tratamientos. A los cuatro
dias de fermentacion se obtuvo una diferencia (P<0.05) a favor de T1 (0.216 vs. 0.047%)
mientras que a los 35 dias el T2 tuvo mayor valor (0.854 vs 0.688) de modo que el efecto de
tratamiento fue indecisa y no significativa (P=0.651) y se verificd una interaccion (P<0.032) de
tratamiento por dia de fermentacion (Cuadro 6). Estos resultados analiticos referentes a AB son
mucho mas razonables que los obtenidos en el primer experimento. McCollough (1978)
recomendd un nivel de AB de menos de 1% en BS en los buenos ensilajes. Investigaciones méas
recientes (Kung y Shaver, 2001) sefialan que una alta concentracion de AB (> 0,5% en BS)
indica que el ensilaje ha experimentado una fermentacion clostridial indeseable y tendra elevados
niveles de FDA y FDN porque muchos de los nutrientes solubles han sido degradados con

consecuente pérdida de valor nutritivo. Kung y Stokes (2001) argumentan que el contenido de
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AB debe ser indetectable en buenos ensilajes de maiz y alfalfa mientras el contenido de AA debe
fluctuar entre 1 hasta 3%. En cambio los altos niveles de AA (> 3 a 4%) o AB (> 0,5%) en

cualquier tipo de ensilaje son indicadores de fermentacion menos deseable.

El contenido porcentual de NHj3 difirio entre tratamientos (P = 0.0204) con medias
globales de 0.0234 para T1 (no inoculado) y 0.0155 para T2. Se observd, para ambos
tratamientos un aumento temprano (P<0.05) en de NHj3 hasta el dia 4 de fermentacion y luego un
descenso continuo hasta el dia 35 con excepcién de dia 14 en T2. La N-NH3/N-Total fue menor
(P=0.0216) en ensilaje inoculado que en el control, 1.83 vs. 2.75 %. Estas cifras indican que
hubo una baja degradacién de proteinas a NH3, aunque el forraje tenia un bajo contenido inicial
de las mismas (Cuadro 5). En el ensilaje de maiz, la NH3 normalmente constituye entre el 5 y el
7% de la PB pero tiende a ser mas alta (10 a 15%) en ensilaje de gramineas y alfalfa (Kung y

Stokes, 2001).

Al comparar ambos experimentos referentes a algunos de los acidos organicos presentes
en los ensilajes, como AL y AA, se nota diferencias importantes. Las GTN ensiladas con inoculo
(T2), presentaron mayores porcentajes de AL y AA en el primer experimento que en el segundo
(0.33y 0.61 vs 0.19 y 0.22 respectivamente). En ambos experimentos el contenido de AP y NH3
en los ensilajes fue similar. Estas diferencias en concentraciones de los acidos organicos, no
reflejan el mayor contenido inicial de CSA en la GTN del segundo experimento, sino mas bien el

mayor contenido inicial de MS en las GTN del primer experimento.
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Cuadro 6. Efecto del tratamiento y dia sobre el pH y los productos de fermentacion de GTN ensiladas con y sin Inéculo

Comercial 2%
Tratamiento Probabilidad (P>F)
Caracteristica Dia 1 2 EEM?® T D° T*D°
pH 0 6.15 6.04 0.073 <.001 <.001 0.008
4 5.55° 5.32°
7 5.49° 5.02°
14 5.56° 5.25°
21 557° 5.21°
28 5.45° 4.98°
35 5.21° 477
Productos de Fermentacion (%)
Acido lctico 0 0.020  0.021 0.101 <.001 <.001 0.002
4 0.148°  0.426°
7 0.127°  0.554°
14 0.083 0.049
21 0.015 0.049
28 0.160 0.124
35 0.206 0.123
Acido acético 0 0.037 0.042 0.126 0.012 <.001 0.265
4 0.199  0.124
7 0212 0.214
14 0.324  0.180
21 0.239  0.268
28 0.646  0.484
35 0.595° 0.278"
Acido propiénico 0 0.000  0.008 0.003 0.002 0.001 0.400
4 0.078  0.004
7 0.098  0.012
14 0.112°  0.029°
21 0.071  0.052
28 0.196° 0.074°
35 0.168  0.082
Acido butirico 0 0.000  0.000 0.020 0.651 <.001 0.032
4 0.216°  0.047°
7 0.180  0.140
14 0487  0.404
21 0.746  0.386
28 0.743  0.671
35 0.688°  0.854°
NH, 0 0.018  0.017 0.001 0.020 0.002 0.807
4 0.035  0.024
7 0.030 0.015
14 0.029  0.029
21 0.022 0.014
28 0.021  0.007
35 0.007  0.000
NHa/N-Total 0 2128  2.051 1.500 0.021 0.002 0.796
4 4237 2871
7 3560 1.879
14 3431 3505
21 1.696  2.550
28 2530 0.855
35 0.859  0.000

! Media de 3 repeticiones en Base Seca.

2 Medias con diferentes letras en la misma fila tienen diferencia significativa bajo la prueba de Tukey.
% Error estandar de las medias.

* Efecto de tratamiento. (1= Control, 2= Inéculo)

® Efecto de dia de fermentacion.

® Interaccién entre tratamiento y dfa de fermentacion.
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5.2.2. Estabilidad Aerobica
Al exponer los ensilajes de GTN a condiciones aerdbicas durante cinco dias, se

registré un pH mas acido (P<0.05) en T2 que en T1 a cada uno de los cuatro dias de observacion.
Ademas se observo una tendencia a valores ascendientes con el tiempo en ambos tratamientos,
pero la tendencia mas acentuada en T2 que en T1 fue suficiente para producir una interaccion
(P<0.045) entre tratamiento y dia de exposicion (Cuadro 7). En la temperatura de los ensilajes
expuestos al aire no se encontro diferencias entre tratamientos (P>0.05), pero si un efecto de las
horas de exposicion aerdbica (P<0.001) (Cuadro 7). Es notable que los dos tratamientos
cambiaron de orden (mayor 0 menor) cinco veces durante las nueve observaciones sin resultar en
una interaccion significativa entre tratamiento y hora (P=0.193). Las temperaturas finales
representan aumentos netos sobre los iniciales de sélo 0.93 y 1.67°C en T1 y T2 respectivamente.
La buena estabilidad aerdbica de los ensilajes de ambos tratamientos podria deberse en parte a
sus contenidos de &cidos organicos, AA, AP, AB, pero probablemente habra otros compuestos
no analizados involucrados. Los cambios minimos en pH y temperatura en ambos tratamientos,
son tipicos de ensilajes de hierbas tropicales (Rodriguez, 1996).

A partir de los estudios con ensilajes inoculados con diferentes bacterias acido lacticas,
homo y heterofermentativas, Danner et al. (2003) concluyeron que la estabilidad aerébica del
ensilaje es determinada solamente por la concentracion de AA. Este &cido actia como un
inhibidor del crecimiento de microorganismos causantes de deterioro aerobico. Semejante
propiedad posee el AP (Merry y Davies, 1999). Danner et al. (2003), observaron que la adicion
de AA amortiguado, no influy6 sobre el pH del ensilaje, pero aumenté la estabilidad aerdbica y
que la adicion de AA puro, si hizo bajar el pH y también resultd en un claro aumento de la

estabilidad aer6bica. Queda fuera de duda la eficacia preservativa del AA en los ensilajes. Segun
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los citados autores la estabilidad aerdbica del ensilaje a un pH constante depende sélo del tipo y
concentracion de los acidos organicos.

Si bien esta investigacién no se disefio para comparar los dos aditivos de BPAL, es
relevante notar que al comparar la EA de los ensilajes de T2 de ambos experimentos, durante
cinco dias de exposicidn, el pH subi6 finalmente a 5.32 en el segundo experimento contra 4.55
en el primero. Las cifras correspondientes de temperatura del ensilaje a cinco dias de exposicion
muestran escasa diferencia (27.41 vs 27.22 °C). Los ensilajes control (T1) mostraron valores de
pH a los cinco dias de exposicion aerdbica de 5.59 y 4.42 en el presente y el anterior
experimento, mientras las temperatura finales fueron 27.22 y 27.41 °C, respectivamente. En

ningun de los dos casos se nota mucho efecto de los indculos sobre la EA.

Cuadro 7. Efecto del tratamiento y dia de exposicion aerébica sobre el pH y la temperatura de GTN ensiladas con y
sin Inéculo Comercial 2.

Tratamientos Probabilidad (P>F)
Caracteristica 1 2 EEM T D T*D
(Dia)
pH 0 5.212 4.77° 0.0070 <.0001 <.0001 0.0446
1 534  4.82°
3 5.40°  5.14°
5 559%  5.32°
Temperatura C° (Hora)
0 26.29 25.74 0.2054 0.6213 <.0001 0.1929
6 26.66 26.85
12 27.96 27.96
24 28.52 27.77
30 27.41 26.66
48 26.66 26.48
72 26.85 27.04
96 27.04 26.66

120 2722 2741

! Media de 3 repeticiones.

2 Medias con diferentes letras en la misma fila tienen diferencia significativa bajo la prueba de Tukey.
% Error estandar de las medias.

4 Efecto de tratamiento. (1= Control, 2= Inéculo)

® Efecto de dia de fermentacion/hora de exposicion aerdbica.

® Interaccién entre tratamiento y dia de fermentacién/hora de exposicién aerébica.
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5.2.3. Consumo Voluntario

En la evaluacion de los forrajes “in vivo ”, se observo un mayor CT (P>0.05) de parte de
los corderos de T1 alimentados con el ensilaje control y HGTN versus los de T2, que recibieron
el ensilaje inoculado y HGTN, por un margen de 109.7 g/d (1172.3 vs. 1062.6 g/d) (Figura 9). Al
igual que en el primer experimento, el CH fue mayor que el CE, pero la diferencia en CH entre
tratamientos fue de s6lo 19.7 g/d (P>0.05). El CE obtenido en el tratamiento control fue 90.0 g/d
mayor que el del ensilaje inoculado (525.3 vs 435.3 g/d), aunque ninguna de estas diferencias fue
significativa.

Comparando ambos experimentos, el CV de ensilaje de GTN con in6culo (T2) fue
mayor en el experimento 2 (525.3 g/d) versus el experimento 1 (495.2 g/d). Relativo a sus
respectivos controles (T1) el CE de T2 lo superd por 43.8% en la primera oportunidad, mientras

al contrario en la segunda quedd superado por 17.1% (Figura 7 y 9).
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Figura 9: Consumo total e individual de ensilaje con o sin In6culo Comercial 2 'y
heno de gramineas tropicales naturalizadas.
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La relacion de CE/EO fue mayor en el caso del control sin inocular (92.24 %) comparado
con el T2 con ensilaje inoculado (78.25%). Esto indica una mejor aceptacion animal del primero
(Figura 9). La relaciéon de CE/CT también fue menor para el ensilaje inoculado (40%) relativo al
ensilaje sin inocular (44.8%), lo que afiade evidencia en apoyo de la mejor aceptacion animal del

ensilaje control en este experimento (Figura 10).
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Figura 10: Relacion del consumo de ensilaje de GTN (CE) con o sin Indculo

Comercial 2 (CE) con el ensilaje ofrecido (EO) y con el consumo total
(CT) expresadas como porcentajes.
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6.0. CONCLUSIONES

Experimento 1:

La utilizacion de Indculo Comercial 1 no mejoro las caracteristicas fermentativas del
ensilaje de GTN preparado en microsilos.

Ambos ensilajes fermentados en microsilos con y sin la adicion de inoculo de BPAL, se
mostraron estables a condiciones aerdbicas durante 5 dias de exposicion.

No hubo diferencias significativas en CE, CH ni CT (ensilaje mas heno) entre los
tratamientos, pero el CV del ensilaje con indculo llevé una ventaja numérica y también
relativo al ofrecimiento del mismo (CE/EQ) fue mayor (97.45%) vs el ensilaje control

(62.85%).

Experimento 2:

La adicion del Inéculo Comercial 2 mejoré las caracteristicas fermentativas del ensilaje
en microsilos en términos de una mayor disminucion del pH, pero el aumento en la
concentracion de AL, que ocurrié durante los primeros 7 dias de fermentacion no
persistio.

Ambos tratamientos rindieron ensilajes en microsilos estables a condiciones aerdbicas.

Al ofrecer a los ovinos dietas con 50 % de HGTN y 50 % de ensilaje de GTN fermentado
con o sin inéculo por 35 dias, hubo un mayor CV de HGTN que de las GTN fermentadas,
mientras las diferencias en CH, CE y CT a favor del testigo fueron relativamente

pequenfas.
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7.0. IMPLICACIONES

En esta investigacion se logrd la produccion de buen ensilaje de GTN en
microsilos y en mayor cantidad en bolsas de plastico sin el uso de aditivo alguno, a juzgar
por los resultados de pH (experimento 1), EA y CV, aun cuando en experimento 2, al
ensilar GTN mas humedas, el pH y contenido de AL indicaran una situacion no tan ideal.
Frente al aparente éxito de los ensilajes control, tal vez seria dificil que un in6culo de
BPAL cualquiera lograra un impacto muy grande para mejorar el ensilaje. El inculo
evaluado en el 1*" experimento mostrd algin efecto beneficioso sobre el CV de ensilaje y
MST, mientras el indculo del 2% experimento mejoré el pH del ensilaje. Estos pueden
considerarse los resultados mas positivos referentes al uso de los indculos, pero no se
trata de grandes efectos. Uno se podria preguntar si ¢esta linea de investigacién con GTN,
conducira a beneficios practicos a nivel de fincas comerciales o vaquerias en Puerto Rico
algun dia? En teoria afiadir BPAL no debe tener mucho efecto en ausencia de CSA

suficiente para promover su actividad.
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