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1. INTRODUCCION - IMPORTANCIA DE LOS ADITIVOS

La conservacion de forraje como ensilaje es una practica que ha aumentado
significativamente en importancia durante las dltimas dos décadas en nuestro pais,
especialmente de la Vill Region al sur, donde es muy dificil la produccion de heno de buena
calidad, debido a la alta incidencia de lluvias durante el periodo de abundancia de forraje con
alto valor nutritivo. Este proceso también se ha estado viviendo en Europa Occidental, donde
cerca del 70% del forraje se conserva como ensilaje (Wilkinson y Stark, 1992). Esto ha sido
producto del aumento en la intensificaciéon de la producciéon ganadera, tanto en leche como
en carne y lana, lo que ha resuitado en la necesidad de contar con forrajes conservados de
mejor calidad. Actualmente existe un claro convencimiento entre los productores, que en las
condiciones climaticas del sur de Chile y con praderas donde predominan las gramineas
(ballicas), la unica forma de conservar forraje de alta calidad es mediante ensilaje. En el caso
de la alfalfa, debido a su crecimiento estival y a su fenologia, es posible hacer heno de
buena calidad en la zona sur. Sin embargo, numerosos productores ganaderos a lo largo del
pais han estado cambiando su forma de conservar alfalfa, desde heno a ensilaje, debido
principaimente a que no han podido controlar la pérdida de calidad que se produce en la
elaboracién, acarreo y almacenamiento del heno (pérdida de hojas).

La evoluciéon de la produccion de ensilaje como una alternativa eficaz de conservacion de
forraje, ha sido acompaiada por el perfeccionamiento de las maquinarias involucradas y por
el desarrollo de aditivos para ensilaje. ElI objetivo del uso de aditivos es mejorar la
fermentacién, reducir las pérdidas y aumentar la productividad animal. Originaimente se
usaron para ensilar forrajes con problemas de ensilabilidad (facilidad para ser ensilado), es
decir con bajo contenido de materia seca, baja concentracion de carbohidratos o alta
capacidad tampoén. Sin embargo, debido a sus probados efectos benéficos, su uso ha
logrado popularidad y el nimero y variedad en el mercado ha crecido. Asi, ya en el afio 1990
habia mas de 100 productos comerciales en el mercado del Reino Unido (Wilkinson, 1990) y
en la actualidad existen alrededor de 10 productos que se comercializan en Chile.

Los aditivos se clasifican en Estimulantes (sustratos, inoculantes y enzimas); Inhibidores

(bactericidas, acidificantes, protectores de sustratos y trampas de oxigeno); Absorbentes y
Oftros (saborizantes).

Durante la década pasada, los aditivos mas usados fueron los inhibidores, principalmente los
basados en acido formico. Sin embargo, su uso ha decrecido durante los Ultimos afios
debido basicamente a que son productos dificiles de manipular (nocivos) y corrosivos para la
maquinaria. Por ofra parte, ha habido un gran desarrollo de los estimulantes de la

fermentacién, en especial de los inoculantes bacterianos, que han alcanzado mayor eficacia
y por lo tanto, ha aumentado su uso.
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En este trabajo se analiza el potencial de los inoculantes bacteriahos como aditivos para
ensilaje de praderas, principalmente de ballicas y alfalfa. Para esto, se revisan las bases del
proceso de la fermentacion, los microorganismos involucrados y se describe el rol de los
inoculantes y los factores que determinan su eficiencia, analizando el impacto sobre la
calidad de los ensilajes y sobre la productividad animal.

2. BASES DEL PROCESO

Ensilaje se refiere tanto al producto como a la accion de conservacion de forraje con aito
contenido de agua. Se caracteriza por tener una fermentacién, la cual se da en un amplio
rango de concentracion de MS (12-14% a aproximadamente 80%), de acuerdo a si se trata
de ensilaje directo, premarchito o henilaje. El proceso se basa en una fermentacion que
consume azucares y produce acidos, por lo que la acidez del forraje aumenta
progresivamente, desde el pH original cercano a 6, hasta 3,8-4,5. Asi, el exceso de acidos
limita progresivamente el crecimiento de microorganismos y la fermentacion se detiene,
logrando la conservacion del forraje en forma de ensilaje.

Los principales factores que intervienen en ia conservacion del forraje son las enzimas y los
microorganismos. Las enzimas de la planta que participan en el proceso son aquellas que
intervienen en la respiracion, proteolisis y degradacion de polisacaridos. Los principales
microorganismos involucrados son la bacteria acido lacticas (BAL), enterobacterias,
clostridios y hongos (mohos y levaduras).

La respiracion es un proceso en el cual se consumen los carbohidratos que contiene el
forraje y se produce anhidrido carbonico, agua y calor, en presencia de oxigeno. De esta
forma, por efecto de la respiracion se puede provocar un agotamiento de los carbohidratos
solubles, estimular la proteolisis, el desarrollo de clostridios y disminuir la disponibilidad de
las proteinas por la formacion de enlaces indisolubles de ésteres y amidas, o por la reaccion
de Maillard. La otra reaccion mediada por enzimas de las plantas es la proteolisis, lo que se
traduce en la degradacion de las proteinas a polipéptidos, péptidos de cadena corta,
aminoacidos y finalmente amonio. Los factores que determinan la velocidad y extension de
este proceso son la composicion quimica y la humedad del forraje, la tasa de acidificacion, el
pH alcanzado en el ensilaje y la temperatura. Finalmente, la degradacion de polisacaridos
esta mediada principaimente por la accion de hemicelulasas, las que hidrolizan hemicelulosa
y celulosa (hasta 5%) a glucosa y pentosas (xilosa y arabinosa). La accion de estas enzimas
disminuye con el aumento de la acidez del ensilaje y se inhibe en forrajes con alto contenido

de MS. Se ha observado que la degradacion de polisacaridos es mas intensa en
leguminosas que en gramineas.

3. MICROORGANISMOS DEL ENSILAJE

Los microorganismos de mayor relevancia en el ensilaje son las bacterias acido lacticas
(BAL), las enterobacterias, los clostridios y los hongos.

Bacterias Acido lacticas: crecen en un rango de pH de 3,5 a 7 y son aerdbicas facuitativas.
Se caracterizan por fermentar carbohidratos y acidos organicos a acido lactico como
producto principal. A su vez se clasifican en las que producen solo acido lactico
(homofermentativas)y aquellas que producen ademas acido acético, etanol y anhidrido
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carbdnico (heterofermentativas). Las BAL méds deseables son las homofermentativas debido
a que hacen un uso muy eficiente de los carbohidratos, produciendo exclusivamente acido
lactico y por lo tanto provocando una fuerte caida en | pH.

. . Enterobacterias: también llamadas coliformes, por su as .acién =l tracto digestivo de los
animales y el hombre, crecen en pH de 55 a 7 y tamt 1 son -naerébicas facultativas.
Fermentan carbohidratos, produciendo principalmente acido - :ico y etanol. No son

deseables debido a que prodicen endotoxinas, compuectos que no colaboran
- eficientemente en la disminucion del pH y ultimamente se ha conip-obado que colaboran en
la degradacion de las proteinas, deaminando y decarboxilando aminodcidos, para producir
amonio.

Clostridios: crecen en condiciones de pH de 4,2 a 7 y son anaerdbicos. Fermentan acido
lactico, aminoacidos y proteinas a acido butirico y amonio. Son altamente indeseables
debido a que ponen en peligro la estabilidnd del ensilaje y producen aminas muy téxicas
(cadaverina, putrescina). Su proliferacién es favorecida por fermentaciones prolongadas,
ensilajes ricos en agua (MS <18%), temperaturas elevadas y acidez moderada (pH > 4,5).
Asi, para mantener la estabilidad del ensilaje y no tener proliferacion de clostridios se debe
mantener un pH critico, el cual aumenta en ta madida que aumenta el contenido de MS del
forraje. Ademas, es necesario lograr una rapida acidificacio: y mantener la temperatura baja.

Hongos: se dividen en unicelulares o le ~ *uas y ; luricelulares o mohos. CrecenenpH 3 a 8
y son aerobicos. Oxidan carbohidrato. . anhidndo carbonico y agua. Son indeseables
. porque significan una pérdida neta de vai-+ r.utritr. « del ensilaje y producen potentes toxinas
(mohos). Las levaduras toleran cierta anz iubios. . en el silo y fermentan glucosa a etanol.
Ademas, en presencia de oxigeno utilizan los « bohidratos residuales y el &cido lactico
como fuente de energia, participando de esta foni.... activamente en el deterioro aerébico una
vez abierto el silo. Los mohos proliferan en la sup- 'ce del epsilci», ya sea porque entra aire
durante el periodo del almacenan:iento o porque se expoie el ensilaje por un periodo
prolongado durante la alimentacion.

' Los microorganismos descritos estan presentes al comenzar la fermentacién, cuando el
forraje tiene un pH cercano a 6 y las concentraciones de oxigano scn relativamente altas. La
respiracion y la compactacion del forraje ensilado, producen una disminucion de la cantidad
de oxigeno presente y en esas condiciones los ¢-ganismos ¢ .. 1yor crecimiento son las
enterobacterias (figura 1), las cuales son bastante aerofilicas vos acidos producidos por
estos microorganismos y el agotamiento del oxigeno, favorecen ¢l desarrollo de las BAL con
mayor afinidad a estas condiciones, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Esto
produce un aumento significativo en la velocidad de “ificacion, lo que inhibe
completamente el desarrollo de enterobacterias y pioduce ci...s canbios en la composicion
de las BAL que dominan la fermentacion, aumentando lo nionicion de Lactobacillus y
Pediococcus, las cuales tienen mayor afinidad co.i condiciones de alta acidez. Si por medio
de este proceso se alcanza el pH cuuco necesario para <e no crezcan clostridios,
paulatinamente cesa el desarrollo de 2z be ! rias y por !o ten'c, tenmina la fermentacion. En
caso contrario, los clostridios sacarolitic. & coinienzen a fermentar el acido lactico producido,
convirtiéndolo en &cido butirico, el cual &, un r~or poder acidificante. Asi, poco a poco
aumenta el pH y se generan las <cduicnes [ aru que -e desarrollen los clostridios
proteoliticos, lo que resulta en un mzyor 2t + nto | pld. protiesacion de microorganismos y
pudricion del ensilaje.
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Fuente: adaptado de Woolford, 1984.

FIGURA 1. Diagrama que muestra la composicién de la microflora del ensilaje en la medida
que avanza la fermentaciéon.

Para evaluar la calidad de la fermentacion es necesario conocer la concentracion y nivel de
algunos compuestos. La relacion entre el contenido de MS y el pH es el método mas simple
para evaluar la calidad de la fermentacion y la estabilidad del ensilaje. Asi por ejemplo,
ensilajes con pH final 5,0 son considerados malos cuando el contenido de MS es 15% y
excelentes cuando el nivel de MS es 45%. El otro parametro utilizado para evaluar la calidad
de la fermentacion es la concentracién de amonio. Cuando ésta es menor al 5% del NT, se
considera excelente, 5-10% bueno, 10-15 regular y sobre 15% es considerado pobre. El
andlisis de los productos de la fermentacion como los acidos lactico, acético, butirico y el
etanol, es muy util pero es mas caro de realizar por que requieren de cromatografia. En un
buen ensilaje el acido lactico es el mayoritario y la relacion lactico:acético es alta (> 6). Tanto
la concentracién de acido butirico como la de etanol deben tender a 0. Mientras mayor sean
los niveles de ambos compuestos, peor sera la calidad del ensilaje. Existen ademas,
diversas formas de evaluar con mayor precision la degradaciéon de la proteina, como son
medir el N soluble, el N proteico o medir directamente la concentracion de proteinas
determinadas por el peso molecular. Al determinar los niveles en cada caso y compararlos

con los del forraje original, se determina como afectd la fermentacion a la proteina del
forraje.

4. INOCULANTES Y FACTORES QUE DETERMINAN SU EFICIENCIA

La idea de agregar al material que entra al silo un cultivo bacteriano de cepas seleccionadas
para promover una fermentacion deseable, existe desde principios de siglo. Crolbois (1909)
describe con bastante claridad esta idea en algunos experimentos, sin embargo no es hasta
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la década pasada que se hace posible llevarlo a la practica, con el advenimiento de la._
tecnologia de liofilizacion a gran escala (McDonald ef al., 1991). El uso de inoculantes con
BAL homofermentativas ha resultado atractivo para los agricultores, debido a que se trata de
productos que no son corrosivos para la maquinaria, faciles de manipular y relativamente
baratos. De esta forma, ya en 1992 su uso en el Reino Unido llegaba al 40% del total de
aditivos (Wilkinson y Stark, 1992).

Un experimento clasico que mostré los beneficios de la inoculacion es el que aparece en el
cuadro 1, donde se puede apreciar que la inoculacién con una mezcla de BAL
homofermentativas tuvo un efecto positivo sobre la conservacién del forraje, haciendo que la
fermentacion fuese mas rapida y eficiente (homolactica). Esto se prueba por el menor pH
“alcanzado; el mayor contenido de carbohidratos residuales y acido lactico; y el menor
“contenido de acido acético, amonio y &acido butirico. Sin embargo, durante los afos
siguientes los resultados no fueron satisfactorios, comprobandose que los inoculantes no
mejoraban la fermentacion de los ensilajes (Thome, 1981; Pahlow, 1990) y tampoco tenian
efectos sobre la produccion animal (Done, 1986). Investigaciones posteriores indicaron que
-la eficiencia de los inoculantes depende de varios factores, siendo los de mayor importancia:
la microflora epifitica, la ensilabilidad del forraje, la dosis y la composicion del inoculante
(McDonald ét al., 1991; Merry et al., 1993).

CUADRO 1. Efecto de la inoculacion con BAL sobre la composicion de ensilajes de ballica y
trébol a los 50 dias de fermentacion. Fuente: Carpintero et al., 1979.

Parametro Control Inoculado*
pH 3,87 3,64
CNE (% MS) 1,20 6,30
N.P. (% NT) ' 26,5 40,9
N-NH3 (% NT) 9,50 0,90
Ac. Lactico (% MS) ~ 12,2 16,2
Ac. Acético (% MS) 2,90 1,70
Ac. Butirico (% MS) 0,02 0,00

* E. faecalis, L. plantarum y L. mesenteroides (2.5 x 10" UFC/g MS) y glucosa (4,3 % MS).

4.1. Microfiora Epifitica

- Se designa de esta manera a los microorganismoes presentes en el forraje antes de que las
plantas sean ensiladas y comprende muchas especies de bacterias y hongos, cuyo nimero y
composicion varia de acuerdo a la especie forrajera, estado de madurez de las plantas,
época del afo, clima y manejo antes de ensilar (Woolford, 1984). Los microorganismos
reportados como los mas abundantes son los aerdbicos estrictos, los que tienden a
desaparecer durante la fermentacion del ensilaje. Entre los anaerdbicos las enterobacterias
son abundantes, junto con algunas especies de levaduras (McDonald et al., 1965).

Los numeros de BAL epifiticas encontrados originalmente fueron de! orden de 10%10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/g MV, con importantes aumentos cuando las
plantas son cortadas y entran al silo (cuadro 2). Se crey6 por mucho tiempo que la
maquinaria de cosecha era la fuente de inoculacion del forraje (Fenton, 1987; Muck, 1987).
Sin embargo, al calcular los aumentos de la poblacién de BAL por unidad de tiempo, se
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desestimé esta posibilidad (Seale, 1986; Pahlow y Ruser, 1989), sugiriendo que los conteos
subestimaban la poblacion de BAL epifiticas y se propusieron teorias alternativas (Rooke,
1990: Pahlow, 1991). De esta forma, se corrigieron las técnicas de muestreo y los medios de
cultivo, resultando en que los nimeros de BAL reportados recientemente estan entorno a los
10*-10° UFC/g MV, con leves aumentos después de cortar el forraje (cuadro 2). Se considera
de todas formas, que las poblaciones de BAL epifiticas varian considerablemente de
acuerdo a las condiciones de la canopia de la pradera o cultivo forrajero, aumentando en
condiciones de praderas densas y voluminosas, con alta humedad ambiental, baja intensidad
luminica y temperaturas medias.

CUADRO 2. Numero de BAL en el forraje antes y después del corte, y proporcién de BAL
heterolacticas en el forraje cortado.

CULTIVO | ANTESDE | DESPUES BAL. REFERENCIAS

CORTAR DEL CORTE | Heterolacticas

BAL. Totales

Ballica 0,2x10? 10'-10° NP Stirling y Whittenbury (1963)
Ball./Tréb. NP 1x10° 0,60 Lindgren ef al. (1983)
Ballica 1x10’ 3x10° 0,72 Merry y Braithwaite
Alfalfa <10’ 2x10° 0,65 (1987)
Alfalfa <10"-5x10’ 10%-10* NP Muck (1987)
Ballica 1x10" 1x10° NP Fenton (1987)
Ballica 7x10* Aumento 0,45 Ruser (1989)
Ballica 7x10° 7x10° NP Pahlow y Muller (1990)
Ballica 5x10° 5x10° 0,32 Moran et al. (1991)
Alfalfa 8x10° 1x10° NP Lin ef al. (1992)

NP : No presentado
Fuente: Merry et al. (1993)

El numero y composicion de BAL epifiticas es significativo para la eficiencia de los
inoculantes, debido a que es muy diferente que exista una poblaciéon epifitica,
mayoritariamente heterolactica, de 10° 6 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/g MV,
cuando la aplicacién de inoculantes es de 10° UFC/g MV. Esto significa que las BAL
epifiticas seran 0,001 6 1.000 veces las BAL inoculadas, respectivamente. Con el objeto de
evaluar el impacto de esta relacion, Pahlow (1990) introdujo el concepto del Factor de
Inoculacion (F1), el cual es la relacién entre la poblacion de BAL en el forraje inoculado y las
BAL epifiticas. En el cuadro 3 aparece el resumen de esta investigacion, donde es posible
apreciar que mientras mayor es el Fl, mejor es la calidad de la fermentacién. Esto ratifica el
hecho de que los beneficios de la inoculacion se obtienen cuando se dan las condiciones
para que las BAL dominen la fermentacion desde el inicio.
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CUADRO 3. Efecto del Factor de Inoculacién sobre la calidad de la fermentacion en multiples
experimentos, utilizando forrajes con un contenido de carbohidratos solubles
menor a 1,5% MV.

BAL en el forraje Factor de Cambios en la calidad de los
(UFC/g MV) Inoculacién n | parametros, en relacidn al control = 100
Epifitica | Inoculada A. lactico | A. acético Amonio
1x10° 3 x 10 >10 41 186 77 79
1x10° 3x10° 2 18 128 80 90
1x10° <2 15 102 87 96

Fuente: Pahlow, 1990,

Las poblaciones de enterobacterias epifiticas varian de 10° a 10’ UFC/g MV (McDonald et
al., 1991) disminuyendo con el premarchitamiento (Spoeltra, 1985) y aumentando con las
aplicaciones de purines (Ostling y Lindgren, 1991). Como se ha descrito anteriormente, si un
alto nimero de estas bacterias entra al silo, es perjudicial para el resultado de la
fermentacion, por lo que las acciones para disminuir su poblacién epifitica son beneficiosas.
En el caso de los clostridios, debido a que son anaeroébicos estrictos, su poblacion es baja y
estan presentes principaimente como esporas, como resultado de la contaminacion con
suelo (premarchitado) y aplicacion de purines (Seale, 1986). Los hongos son abundantes en
el forraje. En el caso de las levaduras, se ha encontrado poblaciones de 10’ a 10’ (Lindgren,

1984), aumentando con el premarchitamiento debido a la contaminaciéon con el suelo
(Woolford, 1984).

4.2. ENSILABILIDAD DEL FORRAJE

La ensilabilidad del forraje depende mayoritariamente de su contenido de materia seca,
contenido de carbohidratos y capacidad tampén. De esta forma, un forraje como el maiz que
se cosecha con 30-35% MS, alto contenido de carbohidratos solubles (CSA) y baja
capacidad tampon (bajo contenido de acidos organicos y proteinas), posee una maxima
ensilabilidad. La alfalfa, en cambio, tiene una muy mala ensilabilidad cuando se ensila en

corte directo, debido a un bajo contenido de MS, baja concentracion de CSA y alta
capacidad tampédn.

Estos 3 factores en forma combinada afectan la posibilidad de éxito de los inoculantes,
siendo el nivel de carbohidratos el de mayor significancia, dado que por si sélo puede
determinar la efectividad de estos productos, tal como lo demuestran los resultados que se
presentan en el cuadro 4. Es posible apreciar que al adicionar carbohidratos en alfalfa, Ia
fermentacién mejora significativamente, dando signos de una menor proteolisis, menor
actividad de bacterias heterofermentativas y clostridios. Al igual que en alfalfa, utilizando
ballica perenne en corte directo (cuadro 5), Merry y Braithwaite (1987) demostraron que la
adicion de fuentes de carbohidratos mejoran los efectos de los inocuiantes. En este caso,
usaron enzimas que degradan la pared celular como fuente de carbohidratos alternativa a
glucosa (o fructosa), con resultados alentadores debido a que ademas de aportar sustrato
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para la fermentacion, estas enzimas pueden contribuir a una modificacién de la pared
celular, aumentando su digestion ruminal (Setala, 1989).

CUADRO 4. Efecto de la inoculacion y la adicion de azucares en la composicion del ensilaje
de alfalfa (23,6% MS y 1,16% CSA).

N N Acido Acido Acido
Tratamiento | pH Proteico Amoniacal | Lactico Acético Butirico
% NT % MS

Inoculado 5,00 25,7 11,6 8,5 27 1,2
inoc.+ 4,29 358 6,4 12,6 1,8 0,1
Glucosa

Inoc.+ 4,22 33,7 6.1 13,3 1,6 0,0
Fructosa

Glucosa y fructosa en dosis de 42 g/kg MS.
Fuente: Seale et al., 1986.

CUADRO 5. Efecto de la inoculacion y la adicion de carbohidratos sobre la evolucién del
contenido de acido lactico (%MS) en ensilaje de alfalfa (25% MS; 1,36% CSA) y
ballica perenne (19% MS; 1,81% CSA).

ALFALFA BALLICA
DIAS C I I+E I+A C | HE +A
1 1.7 1.7 2.8 3.4 4.4 5.6 6 7.3
4 5.8 7.3 8.3 8.7 9.6 9.9 9.9 11.0
14 6.7 8.5 9.3 11.3 10.6 10.2 10.8 12.5
60 7.5 8.5 10.3 116 9.8 11.6 13.7 14.7

C:control; l:inoculado (10°)BAL/g MV; E:enzimas; A:glucosa (45 g/kg MS).
Fuente: Merry y Braithwaite, 1987.

La adicion de glucosa en el experimento de Carpintero et al. (1979) puede haber
determinado en gran medida el efecto del inoculante. Tuvo que pasar una década y mucha
investigacion para comprobar que sin una concentracion adecuada de carbohidratos no se
logra obtener los efectos de la inoculacién, es decir que las BAL homofermentativas dominen
la fermentacion, haciéndola mas eficiente y rapida. El nivel critco de CSA ha sido
ampliamente estudiado, originalmente se recomendd un minimo de 3% (base MV) en
condiciones practicas (Wilkinson et al., 1981). Posteriormente Lunden Petterson and
Lindgren (1990), estudiaron el efecto de forrajes con diferentes contenidos de CSA y
- capacidad tampon, concluyendo que 2,0% es el minimo para obtener un ensilaje aceptable
(pPH < 4,2 y N-amoniacal < 8% NT) utilizando inoculantes. En el experimento de Merry and
Braithwaite (1987) que se reporta en el cuadro 5, el contenido original de la alfalfa era de
1,38% (base MV) y se agregaron 45 g/kg MS de glucosa, es decir el contenido original del
tratamiento I+A era de 2,5%. En e! caso de la ballica, el nivel de 1,8% original no fue
suficiente y se observoé respuesta a los inoculantes al agregar CSA. Estos pardmetros deben
ser tomados cuidadosamente, debido a que se trata de resultados de experimentos

- realizados a pequefia escala y no representan la realidad predial Sin embargo, una
concentracion de 2,5% (base MV) parece suficierite en condiciones précticas, hasta para
forrajes con muy alta capacidad tampon.
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El contenido de MS del forraje parece tener cierta significancia sobre la respuesta a los
inoculantes, ya sea porque actua por si solo 0 porque interactua con la concentracion de
carbohidratos. Las conclusiones de la Conferencia EUROBAC, reportados por Castle (1990),
indican lo siguiente:

Contenido MS forraje (%) Efectos inoculantes
<18 - No existen (si al Ac. Formico)
18 a 25 Variables
25a35 Significativos
> 35 > Variables

En el ultimo caso se reportaban efectos positivos solamente cuando el premarchitamiento
habia sido rapido. Esto tiene sentido en cuanto a que con un rapido premarchitamiento se
obtiene un beneficio neto de CSA, puesto que durante el proceso de secado de las plantas
en el campo existe por una parte, consumo de carbohidratos por la respiracién de las propias
plantas y de los microorganismos aerdbicos y, por otra, la hidrélisis de parte de la pared
celular, por medio de enzimas de la planta que resulta en el aumento de CSA (pentosas).
Ademas, durante el premarchitamiento la pérdida de agua produce una concentraciéon de los
carbohidratos, resultando en una mayor disponibilidad para las BAL (cuadro 6). Asi, en la
medida que el secado del forraje es mas rapido, mayor sera el beneficio neto sobre la
concentracion de carbohidratos en el forraje. No debe olvidarse que el forraje es un medio de
cultivo para las BAL y por lo tanto, lo importante es la concentraciéon de CSA en la MV.

CUADRO 6. Efecto del premarchitamiento sobre la concentracion de Carbohidratos No

Estructurales (CNE) en alfalfa y la adicién de inoculante sobre la degradacion
de la proteina.

MS CNE (%MS) | CNE (%MV) | N-SOLUBLE (%NT) | N-AMONIACAL(%NT)
(%) | c | c
19,1 10,9 2.1 69,4 69.1 15,7 15,5
235 10,0 2,3 64,4 65,0 15,4 136
28,0 92 2,6 63,0 63,1 13,2 12,1
32,8 8,3 2,7 59,4 58,0 13,8 13,0
44,3 7.8 35 54,3 52,2 11,3 9,1

I: con inoculante; C: sin inoculante.
Fuente: Valinotti, 1993.

En el cuadro 6 es posible apreciar el efecto que tiene esta mayor disponibilidad de
carbohidratos sobre la efectividad de los inoculantes. En este caso, la calidad de la
fermentacion aparece representada por el contenido de N soluble y N amoniacal, dado que
en la medida que la fermentacion es mas rapida, la destruccién de la proteina es menor y por
lo tanto lo son también los contenidos de N soluble y N amoniacal. Los efectos de la adicion
de CSA y premarchitamiento sobre las pérdidas en efluentes y en la fermentacion, aparecen
en el cuadro 7. Tal como se esperaba, los inoculantes tienen un efecto significativo sobre las
pérdidas por fermentacion al aumentar la concentracion de CSA. En el caso del
premarchitamiento, el efecto del inoculante sobre las pérdidas por fermentacion se va
perdiendo con niveles de MS superior a 30%, en los cuales las pérdidas totales se han
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reducido a sélo 1-3%. De estos resultados podria deducirse que el premarchitamiento a
niveles de 30-40% MS es suficiente para lograr un aumento del contenido de CSA en alfalfa
y por lo tanto, que no existe respuesta a la adicién de azucares. Sin embargo, los resultados
reportados por Jones et al. en 1992 (cuadro 8), muestran que las adiciones de carbohidratos,

incluso a niveles de 54% MS, tuvieron efecto sobre la respuesta a los inoculantes en ensilaje
de alfalfa.

CUADRO 7. Efecto del premarchitamiento y la adicion de carbohidratos sobre las pérdidas
en ensilaje de alfalfa.

Adicion | PERDIDA | PERDIDA PERDIDA

INOCULANTE | Premarchito | CNE | EFLUENTE | FERMENT. TOTAL
(% MS) (% MS) | (% MS) (% MS) (% MS)

19 47 9,2 13.9

23 2.6 6,6 9,2

SIN 28 0 34 3,4

33 0 3.2 3,2

44 0 1,2 1,2

0 5.8 14 19,8

4 7.9 5.9 13,8

8 6,0 4,8 10,8

19 46 9,3 13,9

24 3,6 57 93

CON 28 0 3,1 3,1

32 0 3,9 3,9

44 0 1.2 12

0 6.0 6,46 12,5

4 6,2 15 7.7

8 7.8 16 9,4

Fuente: Valinotti, 1993
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CUADRO 8. Efecto del premarchitamiento y de la adicion de inoculante y carbohidratos
sobre la fermentacion de ensilaje de alfalfa (MS ORIGINAL Y CSA ORIGINAL)

MS TRATAMIENTO
(%) Parametro C S | i+S
pH final 4,38 4,17 422 4,05
CSA residual (% MS) 1,3 2,2 1,56 29
33 Ac. Lactico (% MS) 8,94 10,44 9,95 10,95
Lactico:Acético 4,91 6,44 9,65 14,67
N-no proteico (% NT) 59,0 57,5 55,7 52,2
N-amoniacal (% NT) 6,4 55 42 3,3
pH final 4,51 4,35 429 415
CSA residual (% MS) 2,1 3,0 2,0 3.1
43 Ac. Lactico (% MS) 7,44 7,99 8,37 8,99
Lactico:Acético 6,44 6,24 10,74 14,19
N-no proteico (% NT) 59,0 57,5 55,7 52,2
N-amoniacal(% NT) 6,4 55 4,2 3,3
pH final 4,77 4,69 4,38 4,31
CSA residual (% MS) 29 42 23 3,5
54 Ac. Lactico (% MS) 4,76 4,59 6,91 6,88
Lactico:Acético 5,21 5,40 12,36 14,13
N-no proteico (% NT) 50,5 50,2 49,1 47 .6
N-amoniacal (% NT) 4.6 4.7 3,3 3,1

C: Control, S: Dextrosa al 2% MV, I: Inoculante mixto (3x10° UFC/g MV)
Jones et al., 1992

4.3. DOSIS Y COMPOSICION DE LOS INOCULANTES

De acuerdo a la amplia variacion de la poblacion de BAL encontrada en los forrajes que se
ensilan, ha existido cierto debate en cuanto al numero de BAL que se debe inocular. Se
propuso una dosis minima de 10° UFC/g MV (Seale, 1986), aunque existe contundente
informacion que indica que la dosis adecuada es al menos 10° UFC/g MV, tal como lo
indican los resultados reportados por Heron et al. (1988), en que aplicaron un inoculante de
Lactobacillus plantarum en dosis de 10%, 10° y 10° UFC/g MV a ballica picada finamente
(cuadro 9). Se observa una aceleracion de la fermentacion en la medida que aumenté la
concentracion de BAL en el inoculante, con un menor pH y mayor relacion lactico:acético en
el caso de 10°, con respecto a 10°. Sin embargo, estos beneficios observados en la

fermentacion no significaron una menor proteolisis, por lo que no se vieron ventajas de
aumentar la dosis sobre 10° UFC/g MV.
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CUADRO 9. Evolucién (1 y 76 dias) de la fermentacion de ensilaje de ballica perenne (CSA
18% base MS) inoculado con diferentes dosis de BAL homofermentativas.

Tratamiento lLActico: Proteina
CSA A. Lactico | Acético remanente
(UFCBAL/gMV){ pH (o MS) | (LMS) + T ..) N
1d.  76d. 76d. 76d. 76d. 1d. 76d.
Control 575 375 0,9 15 5,6 78 33
10* 543 37 7.1 16,6 13,9 79 36
108 454 357 46 16,6 15,8 81 45
10° 403 35 51 18 22,8 75 38

Fuente; Heron et al., 1988

La seleccion de la especie de BAL mas adecuada como inoculante ha sido un tema
ampliamente estudiado. Whittenbury (1961), delined los criterios para seleccionar un
inoculante, los cuales han sido revisados posteriormente (Seale, 1986), siendo la rapida
acidificacién y la dominacion de la microflora epifitica, los puntos principales. Diferentes
especies de BAL homofermentativas de los géneros Lactobacillus, Pediococcus y
Streptococcus, han sido detalladamente estudiadas, siendo Lactobacillus plantarum la
especie que con mayor frecuencia se encuentra en los inoculantes, debido a su gran
capacidad para dominar la fermentacion, especialmente en las etapas finales. Sin embargo,
L. plantarum es lento en las primeras etapas de la fermentacion (Whittenbury, 1961) y por
esta razon, se ha estudiado la posibilidad de inocularlo en mezcla con otra(s) especie(s) de
mayor crecimiento inicial. Esto ha llevado a la mayor parte de los fabricantes de inoculantes
. amezclar L. plantarum con especies de Streptacoccus o Pediococcus, con el objeto que
estos dominen la primera fase de la fermentacion en la que el pH es alto (5,5-5,8 hasta 5,0) y
existe mayor cantidad de oxigeno, para que posteriormente domine L. plantarum, hasta
terminar la fermentacion. Con el objeto de encontrar una especie adecuada para acompafiar
a L. plantarum, Merry et al. (1995) estudiaron las caracteristicas de la fermentacion de ballica
perenne inoculada con diferentes combinaciones que incluyeron a Pediococcus pentosaceus
y Lactococcus lactis, inoculando estas especies solas o en combinacion con L. plantarum,
con una dosis total en cada caso de 10° UFC/g MV (cuadro 10). Se puede apreciar que la
fase Lag, definida como el tiempo que pasa hasta que el pH comienza a descender, fue
significativamente menor en los tratamientos con L. /actis. Sin embargo, cuando se compara

la calidad final del ensilaje no se comprueba una mejor calidad de la fermentacién con-
respecto a L. plantarum sélo.
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CUADRO 10. Efecto de la inoculacion con diferentes especies de BAL homofermentativas y
del precultivo sobre la velocidad y eficiencia de la fermentacion de ensilaje de
ballica perenne (20% MS y 3,5% CSA)

Tratamiento Fase Lag pH N-amoniacal Lactico:Acético
(horas) (% NT)
Control 14,9 4,01 8,89 44
A. férmico 3,94 8,52 7.0
L plantarum (L) 15,8 3,88 7.0 71
L. plantarum (P) 13,7 3,88 476 99
P. pentosaceous (P) 11,8 3,98 7,54 42
L. lactis (P) 8,2 3,96 6,2 48
Lp. +P.p. (P 10,1 3,89 4,34 9.4
Lp.+L1L (P) 8,9 3,88 6,4 9,0

L. liofilizado; P: precultivado.
Fuente: Merry et al., 1995.

Ademas, en este experimento probaron el efecto de inocular L. plantarum precultivado, es
decir las bacterias son cultivadas previamente y por lo tanto, se encuentran creciendo y
multiplicandose activamente, en comparacion a la inoculacion de las bacterias liofilizadas y
disueltas en agua, que es la forma como se inoculaba hasta entonces. En este caso, la fase

Lag se acorté en 2 horas y se midi6 un aumento en la relacién lactico:acético y una
significativa disminucién del contenido de N-amoniacal.

Con el objeto de probar la combinacion mas adecuada de L. /actis y L. plantarum, se hizo un
experimento en que se probé con una poblacion total de 10° UFC/g MV, en proporciones de
100:0, 75:25 y 50:50 de L. plantarumy L. lactis, respectivamente. Se adicion6 un tratamiento
con 10° UFC/g MV de L. plantarum mas 10° UFC/g MV de L. lactis. Se observé un efecto de
aumento en la velocidad de fermentacion, solamente en el tratamiento en que se aumenté la
dosis total de bacterias (Cussen, 1991), lo que explicaria el escaso efecto obtenido por Merry
etal. (1995) al combinar las dos especies en dosis menores.

Un segundo experimento se llevd a cabo, para probar que un inoculante que contiene L.
plantarum y L. lactis en las dosis apropiadas (10° y 10° UFC/g MV, respectivamente) y que se
aplica precultivado, es capaz de mejorar la fermentacion de forrajes con diferente grado de
ensilabilidad, para producir ensilajes de alta calidad (Cuadro 11). Para esto se comparé con
un control sin inocular, acido férmico (3 L/ton MV), un inoculante comercial liofilizado (10°
UFC/g MV de L. plantarum) y L. plantarum precultivado (10° UFC/g MV). El forraje consistio

en ballica perenne y trébol blanco mezclados en diferentes proporciones, 100:0, 70:30 y
60:40 (base MV).
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- Cuadro 11. Efecto de diferentes inoculantes y acido formico sobre las caracteristicas de la
~ fermentacion (60 dias) en ensilajes de distintas proporciones de ballica perenne
y trébol blanco.

Precuiti- %0

Forraje y Control Ac. L. plantarum L giantarum + | L. plantarum
Parametro Férmico k. lactis Liofilizado
100% BALLICA
PERENNE
pH _ 3,58 3,62 3,64 3,50 3.41
Ac. Lactico (%MS) 12,01 9,65 11,89 11,59 13,73
Ac. Acético (%MS) 1,38 1,51 1,05 0,87 1,22
N - Amoniacal (NT) 7,48 4,66 515 3,97 6,08
70% BP - 30% TB
pH 3,54 3,70 3,62 3,53 3,46
Ac. Lactico (%MS) 12,82 7,27 12,93 12,80 13,94
Ac. Acético (%MS) 2,47 2,45 1,34 1,29 1,67
N - Amoniacal (NT) 6,8 4,69 4,11 4,0 4,34
40% BP - 60% TB
pH 3,64 3,72 3,60 3,64 3,55
Ac. Lactico (%MS) 13,10 5,43 12,0 12,32 14,34
Ac. Acético (%MS) 2,77 2,76 2,05 2,52 1,96
N - Amoniacal (NT) 7,55 4,14 492 5,41 4,68

Fuente: Cussen et al., 1995

Los resultados presentados en el cuadro 11 indican que al precultivar las bacterias se

produce un mejoramiento en la calidad de la fermentacion, con respecto al inoculante
liofilizado, acido formico y control. Ademas, la mezcla de las dos especies de BAL son mds
efectivas que L. plantarum sélo. Estos efectos disminuyen en la medida que aumenta el
contenido de trébol blanco (menor ensilabilidad). Sin embargo, los efectos més significativos
se producen sobre la conservacion de la proteina, como se muestra en la figura 2.
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FIGURA 2. Efecto de diferentes inoculantes y acido férmico en la conservacion de la
proteina original del forraje a los 60 dias de fermentacion.

5. EFECTOS SOBRE LA PRODUCTIVIDAD ANIMAL

Los resultados iniciales de los inoculantes sobre la productividad animal fueron erraticos.
Done (1986) hizo una revisién de los efectos de los inoculantes sobre la fermentacion de
ensilajes de praderas en Europa Occidental y concluyd que aunque estos productos
aparentemente tenian efectos positivos en los ensilajes experimentales, su efectividad en
condiciones practicas no se habia demostrado. Sin embargo, los resultados obtenidos con

posterioridad a esta revision indican que ha habido una evoluciéon notable en la efectividad
de los inoculantes (Merry et al., 1993).

Gordon (1989) en Irlanda del Norte probo el efecto de un inoculante comercial sobre el
control sin aditivo y la adicién de acido formico, al ensilar una ballica perenne en el mes de
Julio, con contenido bajo de MS y alto de CSA. Los analisis de los ensilajes (cuadro 12),
mostraron que todos los ensilajes tuvieron una buena fermentacion y no hubo diferencias

importantes entre los tratamientos. A pesar del bajo contenido de MS, la actividad clostridial
fue escasa (acido butirico).
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CUADRO 12. Efecto de la inoculacion y la adicion de acido formico sobre la composicion de
los ensilajes de ballica de corte directo (15,4% MS y 2,41% CSA).

................................................... TRATAMIENTOS
Parametro Control Ac. Férmico Inoculante

pH 3,73 3,79 3,74
Ac. Lactico (% MS) 11,40 9,30 10,90
Ac. Acético(% MS) 2,21 2,00 1,37
Ac. Butirico (% MS) 0,08 0,02 0,07
Etanol (% MS) 0,87 1,95 0,85
N-amoniacal (% NT) 6,40 5,00 5,10

Fuente: Gordon, 1989

Sin embargo, cuando estos ensilajes se utilizaron para alimentar 48 vacas lecheras durante
88 dias partiendo desde el dia 7 de lactancia, se pudo observar que al ofrecerles ensilaje ad
libitum y 4,3 kg/dia de concentrado (19,6% PC), el consumo total de ensilaje fue 844, 839 y
920 kg MS/vacal/dia para el control, a. férmico e inoculante, respectivamente. Este aumento
de consumo se tradujo en una significativa mayor producciéon de leche para el tratamiento
con inoculante (figura 3). Ademas, el peso de las vacas que comieron ensilaje inoculado al
final del experimento fue mayor al de los otros tratamientos y terminaron con una condicion
corporal de 2,64, en comparacion a 2,54 y 2,47 para el control y a. férmico, respectivamente.
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FIGURA 3. Efecto de la inoculacion y la adicién de acido formico sobre la produccion de
leche en ensilaje de ballica de corte directo (15,4% MS y 2,41% CSA).
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