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Resumen

El presente estudio busco establecer los cambios en la concentracion inicial de los géneros de bacterias
acido lacticas (BAL) en dos variedades de maiz utilizado para ensilar en clima calido y frio respectivamente.
Se realizaron microsilos de 1.5 kg para comparar la curva de crecimiento de cada uno de estos géneros a
lo largo del proceso, con mediciones en los dias 0,1,2,3,4,7,14,28 y 56 de cerrado el silo. Se compararon las
variaciones en el pH, la concentracion de &cido acético, acido lactico y azlicares reductores en los ensilajes
de maiz y se evalud la variacién en la calidad nutricional del forraje fresco con respecto al ensilaje al
final del proceso. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) en las concentraciones iniciales de
BAL entre los tratamientos, siendo mayor para el maiz proveniente de clima cdalido. El pH para el maiz
de clima calido disminuyé significativamente (p<0.05) més rapido que el de clima frio, sin embargo no
se encontraron diferencias significativas en su concentracion final. Se presenté un incremento en las
poblaciones de BAL, desde el inicio el proceso fermentativo y hasta que el pH alcanz6 niveles por debajo de
cuatro, excepto para el género de pediococos los cuales alcanzaron su mayor crecimiento a pH cercano a
3.9, siendo significativamente mayor para las BAL de clima célido. Inicialmente los géneros de lactobacilos
y leuconostoc fueron los mas abundantes en ambos climas, seguidos por los streptococos y pediococos. No
se observaron diferencias significativas en las concentraciones de acidos organicos, ni azlicares reductores
entre tratamientos. La calidad nutricional de los ensilajes no varid con respecto al forraje fresco, indicando
un optimo proceso de ensilaje en donde las perdidas de nutrientes fueron minimas para ambos climas.
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Summary

Initial concentration of the most important genus of lactic acid bacteria (LAB) in two maize varieties
(warm and cold climate respectively) was evaluated. Growth rate for each genus throughout the process was
compared at 0.1.2.3.4.7.14.28 and 56 days from silage sealed. Variation in pH, acetic acid, lactic acid and
reducer sugars concentration were compared within silos. Nutritional quality between fresh forage and final
silage was also evaluated. Significant differences (p<0.05) were found in the initial concentrations of LAB
between treatments, being greater for warm climate. pH value in this treatment diminished significantly
(p<0.05) faster than the one of cold climate, although there were not significant differences in their final
concentration. An increase in the LAB populations was observed from the fermentation beginning until
pH reached levels below four, except for pediococci genus who reached their greater growth at pH near
3,9 being significantly greater for warm climate LAB. Initially the Lactobacilli and Leuconostoc genus
had more concentration in both climates, followed by the Streptococci and pediococci. There were not
differences in the organic acid concentrations, nor reducer sugars between treatments. Silage Nutritional
quality was similar to fresh forage, indicating an optimal conservation process.

Key Words: fermentation, lactic acid, lactic acid bacteria, lactobacill, pediococci.
Resumo

O presente estudo procurou estabelecer as mudangas na concentragdo inicial dos géneros de bactérias
acido lacticas (BAL) em duas variedades de milho usado para silagem de clima quente e frio. Realizaram-
se microsilos de 2 kg para comparar a curva de crescimento da cada um destes géneros ao longo do
processo, com medicOes nos dias 0,1,2,3,4,7,14,28 e 56 de fechado o silo. Compararam-se as varia¢des no
pH, a concentracao de acido acético, acido lactico e agUcares redutores na silagem de milho. Observaram-
se diferencas significativas (P<0.05) nas concentragdes iniciais de BAL entre os tratamentos, sendo
maior para 0 milho de clima quente. O pH para o milho de clima quente diminuiu significativamente
(p<0.05) mais rapido do que o clima frio, no entanto ndo se encontraram diferencas significativas em
sua concentracado final. Apresentou-se um incremento nas populagdes de BAL, desde o inicio o processo
de fermentacgéo e até que o pH alcancou niveis por embaixo de 4, exceto para o género pediococos 0s
quais atingiram seu maior crescimento a pH proximo a 3.9, sendo significativamente maior para as BAL
de clima quente. Inicialmente os géneros de lactobacilos e leuconostoc foram os mais abundantes em
ambos climas, seguidos pelos streptococos e pediococos. N&o se observaram diferengas significativas nas
concentracdes de &cidos organicos, nem agucares redutores entre tratamentos.

Palavras chave: acido lactico, bactérias acido lacticas, Lactobacillus, Pediococcus.

Introduccion

La utilizacion de forrajes conservados, es una
opcion econémica y ecolégica para mejorar la
disponibilidad de alimento en épocas criticas de
produccion (FAO, 1999 y Mahecha y Gallego,
2002). El ensilaje requiere menor uso de maquinaria
e infraestructura y es menos dependiente del clima,
con respecto a la henificacion o el henolaje (Weiss,
1996). Su principio de conservacion es una rapida
disminucion del pH, gracias a la produccion de
acidos organicos por las bacterias acido lacticas
(BAL) que impide crecimiento microbiano y la
actividad de las enzimas enddgenas catabolicas

de la planta preservando el alimento (FAO, 1999 y
Bolsen et al., 1992). Las caracteristicas del forraje
que determinan la calidad de la fermentacion son su
contenido de materia seca, carbohidratos solubles,
capacidad buffer y la microflora epifita con la que
comienza el proceso fermentativo (Weiss,1996 y
Bolsen et al.,1992). Dentro de esta flora, las BAL
son las que mas efectivamente reducen el pH del
silo ya que producen acido lactico como principal
producto fermentativo (Ashbell y Weinberg, 1999
y D’mello, 2002). Este acido es el mas eficiente
de la fermentacion (menor pérdida de energia en
el forraje) y es el acido organico de mayor poder
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acidificante. Asi, mientras mas rapido se baje en
pH, mas nutrientes seran retenidos en el silo, siendo
primordial promover el crecimiento de las BAL lo
maés répido posible después de sellarlo (Ashbell y
Weinberg, 1999y Schroeder, 2004).

La calidad del forraje de maiz en Colombia
varia con respecto a las eco-regiones debido a que
en cada una existen diferentes factores climaticos,
edéaficos y bidticos que inciden en la composicion
de la planta, su crecimiento y las bacterias epifitas
que la habitan (Weiss, 1996 y Bernal, 1994). Por lo
tanto, es de esperarse que este proceso se desarrolle
diferente para el forraje de cada clima.

Debido a estos factores, se buscé identificar los
géneros de BAL mas representativos en el ensilaje
de maiz sembrado en dos ecosistemas contrastantes
(clima célido y frio) su comportamiento a lo largo
del proceso productivo y su efecto en la variacion
de la composicién nutricional del forraje, con el
fin de determinar, segun las condiciones edafo-
climaticas del cultivo, los géneros de BAL que
colonizan cada sustrato, su comportamiento dentro
del silo, y su efecto en la calidad del producto final.

Materiales y métodos

El presente estudio se llevé a cabo en los
laboratorios de Nutricion Animal (Departamento
de Produccién Animal, Facultad de Medicina
Veterinaria y de Zootecnia) y de Microbiologia
(Departamento de Farmacia) de la Universidad
Nacional de Colombia sede Bogota.

Sustratos

Maiz de clima calido, variedad ICA Clavito
blanco, sembrado en Villavicencio-Meta a una
densidad de 190.000 plantas H*, con periodo
vegetativo al corte para ensilar de 75 dias. En
segunda instancia, maiz de clima frio variedad
ICA 508 blanco, sembrado en la sabana de Bogota
a una densidad de 52.500 plantas H*, con periodo
vegetativo al corte para ensilar de 180 dias. Ambos
forrajes fueron cosechados en estado de grano
pastoso (Jhonson et al., 2003, Cai et al., 1998 y
Elizalde y Gallardo, 2003).
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Preparacion de las muestras

Se empled un sistema de ensilaje a pequefa
escala (Cai et al., 1999 y Ennahar et al., 2002)
donde se empacaron 1.5 kg de cada material, picado
en bolsas pléasticas calibre seis de dimensiones 12”
x 18” las cuales fueron selladas herméticamente.
El silo de clima frio se almaceno a una temperatura
promedio de 16 °C, mientras el de clima calido
a 37 °C, con el fin de simular las condiciones de
temperatura propias para cada variedad.

Calidad nutricional

Se tomd una muestra por sustrato al inicio y al
final del proceso y se le realizd: fibra detergente
neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA) por el
método de Van Soest et al., (1991), digestibilidad
in vitro de la materia seca (DIVMS), (Tilley y
Terry, 1963), materia seca (MS) y proteina cruda
(PC), segun la metodologia de la AOAC (1990) y
azucares reductores (Somogyi, 1952).

Recuentos e identificacion de flora microbial del
ensilaje

Se tomaron tres muestras de cada sustrato en
cada periodo de evaluacién (dias 0, 1, 2, 3, 4,
7, 14, 28 y 56 de ensilaje) para determinar las
concentraciones de los géneros de BAL epifitas,
Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus y
Leuconostoc, los cuales son los grupos mas
comunmente aislados de ensilajes y los mas
representativos en el proceso fermentativo (Cali,
1999, Cai et al., 1999b y Masuko et al., 1995). Se
utilizé el método de recuento en placa por siembra
en profundidad (Swanson et al., 1992). Se hizo
recuento de cada género de BAL (Vanderzant et al.,
1992 y Kunz, 1986). Posteriormente, se realizaron
pruebas de coloracion de Gram, catalasa y oxidasa
(Lindquist, 2001 y Zamora, 2005). Se aislaron
las bacterias en tubos con caldo MRS vy las cepas
fueron conservadas en agar MRS. Se realizaron
pruebas de crecimiento en anaerobiosis a 10, 30 37
y 45 °C y de crecimiento a 4, 6.5y 7% de NaCl
en el medio, produccion de CO,, produccion de D o
L acido lactico, reduccion de nitrato, utilizacion de
citrato y forma de crecimiento (Bergey’s Manual,
1986, Teuber, 1993 y MacFaddin, 2003).
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Concentracion de &cidos organicos

Se determiné la presencia de acido acético y
lactico en cada tratamiento mediante cromatografia
de gases para cada dia de evaluacion (Leedle y
Paulissen, 1989).

Concentracion de azlcares reductores

Se cuantificd para cada dia en ambos tratamientos
por medio de colorimetria (Somogyi, 1952).

Analisis estadistico

Se empleo un disefio de parcelas divididas en el
tiempo en el que la parcela principal fue el clima
(para cada una de las poblaciones microbiales y el
pH) vy la subparcela los dias de evaluacion del silo.
El valor de cada dia, fue dado por el promedio
de tres mediciones para cada tratamiento. Para
establecer las concentraciones de &cido acético,
lactico y azUcares reductores se utilizd un analisis
de covarianza, con el clima como covariable para
comparar las pendientes de las producciones de
acido en cada clima (SAS, 2004).

Resultados

Variacion de pH dentro de los ensilajes

Se observd una reduccion del pH para ambos
tratamientos, siendo mas rapida para el silo de clima
calido y estabilizandose antes que el de clima frio.
Este comportamiento influy¢ tanto en la calidad como
en el comportamiento de las BAL dentro del silo. Sin
embargo, entre los tratamientos, no se encontraron
diferencias significativas en el pH inicial ni final
(p=0.1812 y p=0.7863 respectivamente) (Figura 1).

Se encontraron diferencias significativas en el pH
para la interaccién clima*dia (p<0.05) indicando una
tasa de disminucion en el valor de pH diferente para cada
clima, de tal forma que a partir del primer dia y hasta
el dia siete, existio una disminucion significativamente
mas rapida del pH para el clima calido (p<0.05), que
concuerda con la mayor cantidad de azlcares utilizados
por las bacterias de este tratamiento y ligada a un
incremento en la concentracion de &cido lactico en los
primeros dias y por lo tanto, una caida mas pronunciada
del pH. A partir del dia siete y hasta el final del proceso
no se presentaron diferencias entre tratamientos.

5,00 \
4,50

3,00

Variacion del pH —e—frio
——calido
4,00 - \.A
a5 | \‘\0\.; .
0 10 20 30 40 50 60

dias

Figura 1. Variacion del pH para silos de maiz a través del tiempo.

Variacion de poblaciones microbianas a lo largo
del ensilaje

Lactobacilos. Se  observaron diferencias
significativas en la concentracion de lactobacilos
para la interaccion del clima*dia (p<0.05). Aunque
no hubo diferencias en su concentracién para el dia

cero, el primer dia de ensilaje comenz6 a mostrar
una tendencia de mayor concentracién en el silo
de clima célido (p= 0.07) que para el dia dos ya
fue significativa (p<0.05). Sin embargo, para el dia
siete la diferencia fue significativamente mayor en
el silo de clima frio (p<0.05). Posteriormente, no se
observaron diferencias (Figura 2).
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Variacion de lactobacilos (UFC/ML) —e—Frio
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Figura 2. Variacion de lactobacilos en el tiempo (UFC/ml).

Pediococos.  Se  observaron  diferencias
significativas en la interaccion clima*dia (p<0.05)
indicando que la poblacion de pediococos fue
diferente para cada clima a lo largo del tiempo.
La tendencia de crecimiento para lactobacilos fue
similar en los pediococos (Figura 3), sin embargo,
para el silo de clima calido, se observd una

Variacion de pediococos (UFC/ML)

tendencia de aumento en su concentracion en el dia
dos mayor que para el silo de clima frio (p=0.080),
que para el tercer dia ya fue significativa (p<0.05).
Posteriormente, para el dia siete la tendencia de
mayor crecimiento fue para el silo de clima frio
(p=0.0564), concordante con las variaciones en el
pH dentro de cada tratamiento.

3,00E+10 —+—Frio
—=—Calido

2,50E+10
I DS: 8.86E+9

2,00E+10 ,

1,50E+10 f /\

1,00E+10 / / \

5,00E+09

0,00E+00 -LL-—,L?‘- , F—
0 10 20 30 40 50 60

Dias
Figura 3. Variacion de Pediococos en el tiempo (UFC/ml).

Leuconostoc. La interaccion clima*dia mostro
una tendencia de mayor crecimiento para el
clima célido (p=0.0526), que no fue significativa,
indicando una tasa de crecimiento similar de este
género para ambos tratamientos. En el silo de clima
calido el género Leuconostoc mostr6 una tendencia
de crecimiento mas répida que para el clima frio
(Figura 4), siendo estadisticamente significativa s6lo
hasta el dia cuatro (p<0.05). Posteriormente no se
observaron diferencias entre los tratamientos.
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Enterococos. Se encontraron  diferencias
significativas para la interaccion clima*dia
(p<0.05), indicando que la poblacion de
enterococos fue diferente para cada clima a
lo largo del tiempo. Aunque las poblaciones
iniciales para ambos climas fueron similares,
para el dia uno, la poblacion de clima calido fue
significativamente mayor que para el frio (p<0.05)
(Figura 5).
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Variacion de leuconostoc (UFC/ML)
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Figura 4. Variacion de Leuconostoc en el tiempo (UFC/ml).

Variacion de enterococos fecales (UFC/ML)
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Figura 5. Variacion de Streptococos en el tiempo (UFC/ml).

Produccion de acidos orgénicos dentro de los silos variacion del acido (p<0.05), mostrando un aumento

Acido acético. No se observaron diferencias  constante en su concentracion desde el momento de
significativas para el aumento en la concentracion  realizacion de los silos y hasta la estabilizacion, la
de é&cido acético (p= 0.44), siendo similar la  cual fue alrededor del dia tres de iniciado el proceso
produccion de este acido en los dos climas. Sin  de ensilaje. Posterior a este dia la concentracion de
embargo, hubo diferencias significativas para la  &cido acético no presento variacion (Figura 6).

% Produccion de acido acético
1,40

1,20 + —_—

1,00 . =
0,60 I l
0,40 ]

—e—Calido [

0.20 —#—Frio L

0,00 = T T T T T |
0 10 20 30 40 50 60

Dias
Figura 6. Produccién de Acido acético (% de la MS) en silos de maiz .
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Acido Lactico. No se observaron diferencias
significativas para el aumento en la concentracion
del &cido lactico (p= 0.49), esto indica una tasa de
produccion similar para ambos climas a lo largo del
tiempo y hasta finalizado el proceso fermentativo. A
pesar que se encontraron diferencias significativas
para la variacion del acido a través de las mediciones
realizadas en el tiempo (p<0.05), con un aumento
constante en su concentracion desde el dia uno de
ensilaje y hasta el final del proceso, que para el dia
56 no se habia alcanzado a estabilizar (Figura 7).

Concentracion de azUcares reductores dentro de
los silos.

No se observaron diferencias significativas en
la disminucion de la concentracion de azlcares
entre los tratamientos (p=0.35), pero si, para la
concentracion de azlcares a lo largo del tiempo en
ambos climas (p<0.05), esto indica que las bacterias
colonizadoras de los silos, utilizaron efectivamente
los azlcares de los forrajes desde el primer dia y
hasta terminado el proceso (Figura 8).

Produccién de acido lactico

%
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Jf
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Figura 7. Produccién de acido lactico (% de la MS) en silos de maiz.
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Figura 8. AzUcares reductores en silos de maiz (% de la MS).

Calidad nutricional del forraje y el silo.

No se presentaron diferencias entre el forraje
y el silo al final del proceso en cada clima (Tabla
1). Sin embargo, el maiz de clima calido presentd
menor proteina, digestibilidad, minerales y una
mayor concentracion de MS, FDN y FDA que el de
clima frio.
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Tabla 1. Calidad nutricional (%) de forrajes y ensilajes de maiz.

Clima Dia MS FDN FDA DIVMS PC CEN
Frio 0 242 532 316 748 105 76
56 240 498 319 789 109 82

Calido 0 293 607 352 643 71 4.2
56 290 60.1 357 655 7.8 3.7
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Discusion

pH a pesar de las condiciones climaticas
en las que se desarroll6 cada especie forrajera
ensilada, el pH fluctu6 en un pequefio rango poco
variable, siendo consecuente con los resultados
de la literatura (Sparo y Mallo, 2001). Asi mismo,
las condiciones de anaerobiosis, humedad y
concentracion de carbohidratos fueron adecuadas
para que el pH descendiera a un nivel optimo para
la preservacion de los silos en ambos tratamientos.
De otro lado, posiblemente, la mayor cantidad
de azlcares disponibles y la temperatura, para el
forraje de clima calido, permitié un tiempo Lag (de
adaptacién) mas corto y un crecimiento exponencial
mas répido, por lo tanto, estas bacterias produjeron
mayor cantidad de &cido lactico en menor tiempo,
generando una caida mas pronunciada del pH
para este tratamiento; esto favorece la calidad del
material ensilado, gracias a una mayor velocidad
de crecimiento con menor tiempo de duplicacion
por una mayor actividad metabdlica. ElI pH final
obtenido para ambos tratamientos (dia 56), fue mas
bajo que el reportado por la literatura para ensilaje
de maiz en Argentina sin la utilizacion de aditivos,
el cual sélo alcanz6 un valor de 4.1 después de 50
dias de fermentacion (Sparo y Mallo, 2001).

Bacterias acido lacticas este grupo de bacterias
presentaron, un crecimiento adecuado entre 25
y 40 °C con un 6ptimo de 35 a 37 °C (D mello,
2002), por lo tanto la temperatura del clima calido
probablemente, influyé para un mayor crecimiento
de las BAL en este clima. Es aqui donde las
BAL epifitas juegan un papel primordial en la
fermentacion del ensilaje; su concentracion dentro
del silo se convierte en un factor importante para
la prediccion de un buen proceso fermentativo
(Lin et al., 1992). Las concentraciones de bacterias
encontradas para el dia cero en ambos climas,
demuestran las altas poblaciones de bacterias
epifitas que posee el maiz en estas condiciones
y que al momento de ensilar sirven de guia para
decidir si se utilizara o no algun tipo de inoculante
bacteriano en pro de asegurar una adecuada
fermentacion.

Lactobacilos las concentraciones iniciales de
este género dentro de ambos silos se ubicaron en

un rango mas alto que el reportado por la literatura
y que para forraje de maiz varia entre 3E+05 y
4.3E+07 UFC/g (29, 30), 3E+05 para sorgo, 1E+03
UFC/g para ryegrass (Cai et al.,1999a) y 8E+02
UFC/g para alfalfa (Bolsen et al., 1992). En el
presente estudio, las altas poblaciones iniciales de
lactobacilos proporcionaron una ventaja al momento
de la colonizacion del silo que ayudd a que en
ambos ensilajes se desarrollara una fermentacién
adecuada. ElI mayor crecimiento de estas bacterias
en el silo de clima calido fue debido a que, a pesar
de comenzar el proceso con una poblacion similar,
las condiciones de temperatura fueron mas propicias
para un buen crecimiento de los lactobacilos. Estas
bacterias, mesofilas en su mayoria, se desarrollan
idealmente a temperaturas entre 30 y 37 °C
(Fornachon et al., 1940) con excepcion de algunos
termdfilos como el Lactobacillus helveticus y el
Lactobacillus casei subsp rhamnosus (Kandler et al.,
1986). Por el contrario, los periodos de crecimiento
exponencial y de muerte celular fueron méas largos
para el silo de clima frio, debido principalmente
a que el proceso de reduccion en el pH fue mucho
mas lento, gracias a lo cual las bacterias de este silo
pudieron contar con mayor tiempo para realizar los
procesos adaptativos propios de su metabolismo
y asi mantener su pH interno en niveles cercanos a
la neutralidad por mayor tiempo que los de clima
calido (Hutkins, 1993).

Pediococos las variaciones en esta poblacion
fueron similares a las presentadas y discutidas
anteriormente para los lactobacilos, asi mismo,
las diferencias encontradas fueron por causas
similares. Las concentraciones halladas en este
trabajo se encuentran por encima de los reportes
de la literatura, lo cual permite generar los
beneficios fermentativos mencionados previamente
dentro del silo. En maiz para ensilar se reportan
concentraciones de 1E+03 y de 8E+03 UFC/g (Cai et
al., 1998 y Cai et al., 1999b) y en ryegrass (Lolium
perenne) de 5SE+03 UFC/g (Cai et al., 1999a).

Leuconostoc este género es menos resistente al
descenso del pH que los lactobacilos, especialmente
por su alta susceptibilidad al acido lactico en su
forma no disociada (McDonald et al., 1990). Por
lo tanto, su poblacién comenzé a disminuir mucho
mas rapido en el tiempo que la de los otros géneros
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evaluados en ambos tratamientos. Como sucedid
para las otras BAL, la reduccion poblacional de
este género en clima frio fue mas lenta por su
posibilidad de adaptacion al nuevo pH. Este género
es el mas comdn en el forraje fresco de alfalfa
(Medicago sativa) y el segundo més comudn en
guinea (Panicum maximum) con concentraciones
de 7E+05 y 8E+03 UFC/g respectivamente (Cali,
1999), los cuales, a pesar de ser valores mucho mas
bajos que los encontrados en el presente estudio,
concuerdan en ser la poblacion dominante en
ambos tratamientos, ya que este género presentd
la mayor concentracion de UFC/g en el forraje
fresco con respecto al total de las BAL. Varios
investigadores han reportado valores iniciales de
8E+06 hasta 5E+07 UFC/g en forraje de maiz
(Cai et al., 2003 y Cai et al., 1999a), similares a
los valores encontrados en el presente estudio.
Este género cumple una importante funcion
inicial en la busqueda del rapido descenso del pH
dentro del silo. Por lo tanto, las altas poblaciones
iniciales encontradas en este trabajo, contribuyeron
efectivamente, al descenso del pH en sus etapas
iniciales reduciendo asi las perdidas dentro del silo.

Enterococos varios grupos han reportado datos
similares a los encontrados en este estudio, los
cuales afirman que las condiciones de temperatura
de clima calido son méas propicias para el rapido
desarrollo de este género (D'mello, 2002 vy
Ohmomo et al., 2004). Para el dia tres, la poblacion
de bacterias de clima frio super0 significativamente
a las de clima célido (p<0.05) ya que, las bacterias
de clima frio tuvieron la posibilidad de adaptarse a
las nuevas condiciones de pH por las condiciones
discutidas anteriormente. Sin embargo, a diferencia
de las otras BAL, estas bacterias se encuentran
dentro de las poblaciones &cido lacticas maés
susceptibles a pH bajos (Cai, 1999 y Bergey’s
manual, 1986) Esto se reflejo en el presente estudio,
ya que las poblaciones de enterococos (junto con
los leuconostoc) fueron las que mas rapidamente
comenzaron a reducir su poblaciéon siendo mas
critico este descenso para el clima célido a partir del
segundo dia de ensilaje (Figura 5).

Para maiz, sorgo, alfalfa y ryegrass se han

reportado concentraciones de 3E+05, 6E+05, 1E+04
y 5E+04 UFC/g respectivamente de enterococos (Cai
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et al 1999a), mientras que para alfalfa los valores
iniciales son de 5E+05 UFC/g (Jones et al., 1991).
Cai et al., (1998) midieron concentraciones de
9E+04 y 5E+03 UFC/g para forrajes de maiz y sorgo
respectivamente. Las concentraciones encontradas
en el presente estudio estan en el rango superior de
los reportes de literatura, reafirmando el potencial
microbioldgico existente en nuestros ecosistemas.

Produccidn de acidos organicos

Acido acético. La concentracion de este &cido
para ambos climas fue menor que la reportada
por Rot (2001) y Davies et al., (1998) cercana al
2.5% para silo de maiz con humedad del 70% vy
de 3%.para silo de ryegrass. Danner et al., (2003)
por su parte, reportaron valores de 1.7% para silo
de maiz, siendo también menores que los datos
encontrados en este estudio, pero similares a los
reportados por este mismo grupo en silos inoculados
con bacterias homofermentadoras (0.96%) vy
bastante menor que en silos inoculados con bacterias
heterofermentadoras (2.8%). Esto indica que
para el presente estudio hubo una predominancia
de bacterias homo sobre las heterofermentativas
gue evité la produccién de acido acético en altas
cantidades para ambos climas.  Sin embargo,
algunos autores (Danner et al., 2003 y Kung,
2001), coinciden en que las bajas concentraciones
finales de &cido acético son la causa principal para
una baja estabilidad aerébica del silo, debido, entre
otras causas, al predominio de levaduras, las cuales
son bastantes susceptibles a este acido, el cual, al
presentar bajas concentraciones dentro del silo, no
ayudo en el control de estos microorganismos.

La répida estabilizacion en la produccion
de este 4cido para ambos tratamientos,
indica una disminucion en las poblaciones de
bacterias productoras del mismo, especialmente
enterobacterias y algunas poblaciones de BAL
heterofermentativas. Por lo tanto, la reduccion
de estas poblaciones fue debida a la acidificacion
del medio por los acidos producidos, ya que tanto
las enterobacterias como muchas de las BAL
heterofermentadoras (especialmente las del género
Leuconostoc), son susceptibles a pH menores de
cinco (D mello, 2002; Schroeder 2004 y McDonald
etal., 1990).
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Acido Léctico el aumento constante en la
produccién de este &cido, sugiere que incluso a
condiciones extremas de pH (final del proceso
fermentativo), pudieron existir algunas especies
de bacterias lacticas con capacidad para continuar
fermentando el sustrato, algunas de las cuales
podrian cumplir los requisitos minimos para ser
empleadas como aditivos bioldgicos en ensilajes.
La concentracién final de acido lactico para clima
frio, fue similar a los reportados en la literatura
de 5.21% (Xiccato et al., 1994) y en general para
ambos tratamientos se encontraron dentro de los
rangos reportados para ensilajes de maiz con un
porcentaje de materia seca entre 23 'y 38% de 8.1%
hasta 4.7% de acido lactico respectivamente (Sutton
et al., 2000).

Por otro lado, se han reportado valores de 1.7%
de écido lactico en maiz ensilado a 37 °C y 2.8%
cuando la temperatura de ensilaje fue de 28 °C
(Weinberg et al., 2002), mucho mas bajos que los
encontrados en este estudio. En una revision sobre
reportes de analisis fermentativos en silos de maiz
se reportan valores de &cido lactico que varian
desde cuatro hasta 7% de la materia seca (Kung
and Shaver, 2001). Los valores de &cido lactico
encontrados en el presente trabajo se encuentran
dentro de los rangos que presenta la literatura
como adecuados y estd altamente correlacionada
con un buen proceso fermentativo del forraje
(Kung and Shaver, 2001 y Schroeder, 2004).
Estos valores unidos a la baja produccion de acido
acético, confirman el dominio de las bacterias
homofermentativas en ambos ensilajes.

Concentracion de azUcares reductores.

La cantidad de azlcares utilizados por las
bacterias no presentd diferencias entre los
tratamientos. Estos datos son coherentes con la
reduccion en el pH y con la produccién de acido
lactico, ya que los azlcares son la principal
fuente de energia para las BAL y por lo tanto, el
sustrato para la produccion de acido lactico con
la consecuente disminucion del pH. Aunque no
se encontraron diferencias en la concentracion de
azUcares dentro de los silos a lo largo del proceso,
como porcentaje del total de azlcares, se observd

una mayor utilizacion de estos por las bacterias de
clima frio (14.37% del total de azlcares vs 11%
en el silo de clima célido), esto es debido a que la
disminucion mas lenta del pH en el silo de clima
frio, permitié un proceso fermentativo mas largo,
el cual se realiza a partir de la utilizacion de los
azUcares por las BAL (Figura 8).

Stokes (1992) reporta una concentracion
minima de carbohidratos solubles del 12% de la
MS para asegurar una adecuada fermentacion.
Por lo tanto, los forrajes evaluados cumplen
ampliamente este requerimiento minimo inicial.
Han sido reportados valores de almidones en maiz
para ensilar que varian entre el 29 al 41% de la
MS dependiendo del estado fisiologico en el cual
se realiza la cosecha (Desde grano lechoso hasta
grano seco) (Andrae et al., 2001). Asi mismo, otros
autores, encontraron entre 28.7 y 37.2% para 1/4 y
2/3 de la linea de leche respectivamente (Johnson
et al., 1999).

Aunque los datos analizados en este trabajo
son de los azlcares reductores contenidos en los
forrajes y no de almidones como tal, se debe tener
en cuenta que la mayor concentracion de estos
azlUcares en el maiz en estado de grano lechoso
a pastoso se encuentran en forma de almidéon
(Johnson et al., 2003), por lo tanto, estos valores
sirven como referencia para los valores encontrados.
En la literatura se reportan valores de almidones al
finalizar el proceso de ensilaje entre el 18 y 38% de
la MS (Johnson et al., 2003).

Para el presente estudio se encontraron
valores cercanos al limite inferior de este rango.
Mientras que otros estudios reportan valores
entre 23.2 y 25.8% de almidon, para silos de
maiz tratados con amonio y 4acido propionico a
los 106 dias de fermentacién (Kung et al., 2000),
los cuales son muy cercanos a los datos finales
del silo de clima célido en este estudio. Las
concentraciones de azUcares encontradas en el
presente estudio concuerdan con los reportes de
literatura, indicando que el cultivo fue cosechado
en su estado Optimo para ensilar y el proceso
fermentativo se produjo como se esperaba para un
buen ensilaje.
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Calidad nutricional del forraje y el ensilaje de
maiz

Los resultados encontrados en el presente
estudio, indican un excelente  proceso
fermentativo que certifica la eficiencia de las BAL
epifitas en ambos climas para la conservacion de
la energia dentro del silo y la excepcional calidad
del forraje de maiz para ser ensilado. A pesar de
que la humedad en ambos forrajes fue mucho
mayor que la recomendada por la literatura,
especialmente en el forraje de clima frio, esto no
fue obstaculo para que el proceso fermentativo se
llevara a cabo de una manera adecuada, indicando
que aunque este es un factor importante en la
confeccidn de ensilajes, no es el punto mas critico
dentro del proceso, ya que si se cuenta con un
buen nivel de anaerobiosis, una alta concentracion
de azucares fermentables y una poblacion de
BAL epifitas alta, el proceso fermentativo se
llevarad a cabo sin mayores contratiempos. Segun
estos resultados, se comprueba que siempre y
cuando se cumplan las condiciones planteadas,
no serd necesario el uso de aditivos microbianos
para la confeccién de silo de maiz, ya que las
BAL epifitas, seran suficientes para realizar el
proceso fermentativo necesario para alcanzar la
estabilidad del silo.
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