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Resumen

Con el fin de evaluar el efecto de la inoculacion de L. plantarum en la fermentacion, conservacion y calidad
del ensilaje de maiz (Zea mays), se realizo el ensilaje de 32 bolsas con forraje a diferentes dosis de inoculado
de L. plantarum (0, 5, 10, 15 ml) y tiempo de muestreo (15, 30, 45 dias), en un disefio completamente al azar.
Se estudio el pH, temperatura y unidades formadoras de colonias (UFC). Ademas de las caracteristicas
bromatolégicas. El tiempo de muestreo resulté ser significativo (p<0,01) para el pH, siendo a los 30 dias el de
menor valor promedio (3,65). Se observd una temperatura mayor (27°C) a los 15 dias de muestreo (p<0,01).
La aplicacidn de L. plantarum en los componentes bromatolégicos no incidié estadisticamente a excepcion de
la materia seca donde T3 a los 15 dias presentd mayor promedio (23,65%). Ademas, los promedios maximos
fueron para proteina cruda (10,71%) en T2 a los 30 dias; estrato etéreo (2,36%) en T1 a los 45 dias; fibra cruda
(37,30%) en T3 a los 45 dias; ceniza (9,28%) en T2 a los 30 dias y energia digestible (2,41 Mcal/Kg) en T2 a
los 15 dias. Se concluye que la inoculacién microbiana permite acelerar el proceso de conservacion del forraje.

Palabras clave: Bacterias, pH, temperatura, sensoriales, bromatoldgicos, unidades formadoras de colonia.

Abstract

In order to evaluate the effect of L. plantarum inoculation on the fermentation, conservation and quality of
corn silage (Zea mays), 32 bags with forage were used to produce silage at different doses of L. plantarum
inoculation (0, 5, 10, 15 ml) and sampling times (15, 30, 45 days), in a completely randomized design. The
pH, temperature and colony forming units (CFU) were studied. In addition to the bromatological
characteristics, the sampling time was significant (p<0.01) for the pH, with the lowest average value (3.65) at
30 days. A higher temperature (270C) was observed after 15 days of sampling (p<0.01). The application of L.
plantarum in the bromatological components did not have a statistical impact except for the dry matter where
T3 at 15 days presented the highest average (23.65%). Besides, the maximum average values were for raw
protein (10.71%) in T2 at 30 days; ethereal stratum (2.36%) in T1 at 45 days; raw fiber (37.30%) in T3 at 45
days; ash (9.28%) in T2 at 30 days and digestible energy (2.41 Mcal/Kg) in T2 at 15 days. It is concluded that
microbial inoculation makes it possible to accelerate the forage conservation process.

Keywords: Bacteria, pH, temperature, sensory, bromatological, colony forming
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INTRODUCCION

En la provincia de Manabi la principal actividad
econdmica es la agricultura, debido a que es lider por
poseer mayor superficie de labor agricola con 1,2 millones
de hectareas, las cuales representan el 15,83% a nivel
nacional, es asi como esta actividad es considerada el pilar
fundamental para el desarrollo de la economia manabita.
El sector agricola se encuentra especializado en diversos
productos, entre ellos uno de los que destaca es el maiz
dulce seco, cercano al 25% total de la produccion nacional
(Mendoza et al., 2019).

A pesar de la extensa superficie dedicada a la explotacién
agropecuaria, la region se ve afectada por situaciones
climaticas, que dificultan que esa condicion natural se
convierta en mayor productividad para la zona,
principalmente en el ambito de la alimentacién animal
para mantener los suministros de alimento durante todo el
afio, especificamente en los bovinos. Saavedra et al.
(2020) mencionan que, entre las alternativas de
suplementacion animal, se encuentra la elaboracion de
ensilajes como proceso de conservacién de forrajes para
mitigar la escasez de alimento y aumentar el aporte
energético-proteico.

La mayoria de los productores, en especial los de pequefia
dimensién que cuentan con escasa disponibilidad de base
territorial y nulos recursos econémicos, no pueden
desarrollar su actividad ganadera de forma 6ptima, lo que
se traduce en una baja productividad en la explotacion, por
cuanto se hace necesario abordar esta actividad bajo un
enfoque multidimensional con vistas a mejorar la calidad
y disponibilidad de los subproductos agroindustriales
disponibles. Asi, estas materias primas pueden someterse
a distintos procesos fisicos, quimicos, biolégicos o de
adicion de cultivos microbianos y enzimas fibroliticas
exdgenas que permitan incrementar sus valores nutritivos
y digestibilidad (Cabezas et al., 2020).

Rangel et al. (2017) indican que, la transformacién de
subproductos de maiz mediante técnicas de ensilado no
solo mejora la digestibilidad, sino que ademas incrementa
la durabilidad de estos recursos para su utilizacién en
épocas de escasez de alimentos, asi como también la
autosuficiencia de los productores de pequefia escala.
Ademas, contribuye a la mitigacion del cambio climatico
disminuyendo las emisiones de rumiantes, segun Rivas et
al. (2019).

En este sentido, Saavedra et al. (2020) mencionan que los
procesos de fermentacién, permiten que microorganismos
eficientes usen los sustratos como fuente de alimento para
su multiplicacién y la realizacion de diferentes procesos
metabolicos que se generan mediante el consumo de
minerales, lipidos y nitrdgeno en un medio favorable
permitiendo el incremento en el valor de proteina cruda
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obtenidos a partir del trabajo realizado por
microorganismos principalmente bacterias acido lacticas.

Rodriguez et al. (2019) resaltan que la produccion de
alimentos alternativos bajo el proceso de fermentacion
permite un producto inocuo, ya que el proceso accede la
eliminacion de bacterias patogenas como E. coli,
salmonella entre otras.

Las referencias citadas anteriormente permiten inferir, que
la inoculacion de bacterias (Lactobacillus plantarum) al
material vegetativo del maiz ensilado, coadyuvara al
proceso fermentativo (anaerdébico), acidificacion del
medio para contrarrestar la  proliferacion  de
microorganismos patégenos y al mismo tiempo una
reduccion en el tiempo para el uso en la alimentacion
animal.

Ademés, es importante resaltar los cambios que se
producen en el material vegetativo inoculado tales como
pH, temperatura, calidad (aspectos sensoriales) y tiempo
de uso. Todo lo anterior permite mencionar que la
finalidad de la presente investigacion esta en la basqueda
de alternativas que logren la obtencion de un ensilaje de
calidad y de uso en corto tiempo.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacién

La presente investigacion se realiz6 en la unidad de
docencia, investigacién y vinculacion pastos y forraje de
la ESPAM MFL, en el sitio EI Limén, parroquia Calceta,
cantén Bolivar, provincia de Manabi.

Manejo del experimento

Caracteristicas de la cepa de L. Plantarum

La cepa utilizada dentro de esta investigacion fue
Lactobacillus plantarum 24LT aislada del intestino del
ternero con caracteristica de catalasa negativa y tincion de
Gram +, como consta en los registros del laboratorio de
Biologia Molecular de la carrera de Medicina Veterinaria,
conservada a -20°C en tubos Eppendorf mas glicerol al
20%; el cual contiene crioprotectores evitando que se
formen cristales que destruyen la cepa y manteniendo la
misma en una temperatura éptima.

Preparacién de inoculo de L. Plantarum

A partir del crecimiento de la cepa bacteriana de L.
plantarum en caldo MRS se procedid a la multiplicacion
de la cepa bacteriana mediante la inoculacion de 100 ul de
L. plantarum por cada 100 ml de caldo MRS.
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Posteriormente se ubicé en incubacién a 37°C durante 18
horas en condiciones de anaerobiosis.

Elaboracion del ensilaje de maiz

Se procedié a la cosecha del material vegetativo fresco
(planta con mazorca) de manera manual, la variedad
Trueno, con edad de cosecha de 72 dias, en el sitio La
Pifiuela a 3 km de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi, el picado fue realizado por
medio de la cortadora de pasto acoplada al tractor,
mientras que el llenado de los microsilos consistio que por
cada capa de forraje de 3 cm la aplicacion en partes de la
dosis correspondiente a concentraciones de 4x108 UFC /ml
del inoculante bacteriano con la cepa L. plantarum,
acompafada de la compactacion obteniendo uniformidad
dentro del silo para conseguir una condicion anaerobia
dentro de la masa forrajera, finalmente se realiz6 el sellado
manual de las bolsas (10 kg de forraje de maiz).

Recoleccion de muestras de ensilaje de maiz

La recoleccion de muestras se inicié mediante la apertura
de los microsilos de los respectivos tratamientos, con la
extraccién de cuatro muestras de 1,5 kg de forraje en
bolsas zipploc. Posteriormente se retird6 manualmente el
aire excedente, teniendo al forraje bajo condicion
anaerobia; de alli se traslad6 al laboratorio de Biologia
Molecular dentro de la carrera de Medicina Veterinaria y
el laboratorio Quimica de alimentos en la carrera de
Agroindustria, adscritos a la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM MFL).

Evaluacion del pH en el ensilaje de maiz

La evaluacion consistié en una muestra forrajera de 10 g
sumergida en 20 ml de agua destilada, que fue colocada en
una mesa gravitatoria con iman durante 30 minutos en
vasos de precipitacion; seguidamente se determinaron los
valores respectivos mediante el uso del potenciémetro.

Determinacion de unidades formadoras de colonia
(UFC) del ensilaje de maiz

Para el pesaje de los 10 gramos de la muestra de ensilaje
se utiliz6 wuna balanza gramera marca Kern,
posteriormente se deposité en 90 ml de agua de peptona
en un matraz de Erlenmeyer, esperando su crecimiento en
un lapso de 24 horas, consecuentemente se realizaron
diluciones con micropipeta de 1000 ul sucesivas hasta 10
°. A partir de las diluciones 10 hasta 10 se realizo la
siembra por diseminacion en placas Petri (0,1 ml), las
mismas que contenian agar MRS V8 (Himedia) especifico
para Lactobacillus; después se dej6 en incubacion entre 24
y 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se
procedié a contar las UFC con el equipo contador de
colonias.
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Andlisis bromatolégico del ensilaje de maiz

Las muestras para el analisis bromatolégico fueron
enviadas al laboratorio de servicio de andalisis e
investigacion en alimentos perteneciente al Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias
(INIAP), ubicado en el sitio Cutuglagua, en el cantdn
Mejia, provincia de Pichincha, para la determinacion de:
materia seca, proteina cruda, extracto etéreo, fibra cruda,
cenizas, energia digerible.

Disefio experimental y andlisis estadistico

Se aplico un anélisis paramétrico utilizando un disefio
completamente al azar (DCA) con cuatro niveles, siendo
los siguientes: TO: sin inéculo; T1: L. plantarum (5 ml);
T2: L. plantarum (10 ml); T3: L. plantarum (15 ml) con
ocho repeticiones; en distintos tiempos de muestreo (15,
30y 45 dias).

Las variables en estudio (pH, temperatura, composicién
bromatolégica y UFC) se analizaron a través de un analisis
de varianza teniendo como factores fijos los tratamientos.
Previamente se comprobaron los supuestos de
homogeneidad de varianza (Prueba de Bartlett) y
normalidad de los errores (Prueba de Shapiro-Wilk).
Ademas, se realiz6 comparaciones de media utilizando la
técnica de la minima diferencia significativa al 5%, en las
variables que resultaron significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION
pH y temperatura del ensilaje de maiz

En el cuadro 1, se presentan los promedios y errores
estandar para el pH y la temperatura del ensilaje de maiz a
distintos tiempos de muestreo. Se observa que estos
resultados se encuentran entre los promedios reportados
por la literatura.

pH

Las diferencias obtenidas para los tratamientos con
respecto a los dias de muestreo resultaron diferentes,
siendo a los 15 y 30 dias la mayor significancia (p<0,01),
mientras que para los 45 dias de muestreo la confiabilidad
resultd ser del 95%. Es relevante considerar que todos los
tratamientos produjeron valores de pH por debajo de 4,5
para una Optima conservacion del forraje resultados que
segun Abdul et al. (2017) son aceptables.

Al considerar el tiempo de muestreo de manera especifica,
se observd que a los 30 dias el pH disminuyé en
comparacion con los resultados obtenidos a los 15 dias,
esto se debe posiblemente a la produccion de acido lactico
por parte de microorganismos homofermentadores como
Lactobacillus plantarum (Filya, 2003a y Addah et al.,
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2016) aspecto que refleja un adecuado proceso de ensilado
(Jaimes et al., 2009). Resultados similares son reportados
por la literatura (Filya, 2003b; Jal¢ et al., 2009; Corral-
Luna et al., 2011; Addah et al., 2011; Addah et al., 2016;
Joo et al., 2018).

Igualmente destaca que el pH del ensilaje sin inocular (T0)
no vario en los distintos tiempos de muestreo. Mientras
que los tratamientos 5 ml (T1) y 15 ml (T3) que se
inocularon con L. plantarum presentaron el pH mas bajo
al finalizar el proceso de ensilaje, debido posiblemente a
la actividad de L. plantarum en la acidificacion del medio,
estos resultados son similares con los obtenidos por Kung
y Ranjit (2001).

Este efecto del pH permite inferir que, a pesar de la
variabilidad observada, esta no excede los niveles
maximos y minimos para el proceso de ensilaje, y de esta
manera se obtiene un material vegetativo que relne las
condiciones nutritivas adecuadas para la alimentacion
animal.
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Temperatura

Se observa diferencias altamente significativas (p<0,01)
en la temperatura del ensilado en los distintos tiempos de
muestreo, resalta la disminucién de la temperatura a los 30
dias con respecto a los 15 dias. La menor temperatura se
observé a los 30 dias para el tratamiento 3 (15 ml L.
plantarum), posteriormente se increment6 a los 45 dias
para el ensilaje que incluia el microrganismo, estos
hallazgos permitié deducir el efecto significativo de esta
variable en el ensilaje de maiz, lo que corrobora lo
reportado por Mier (2009).

Los valores obtenidos se pueden relacionar con los
reportes presentados por Kung y Ranjit (2001) y Villa et
al. (2010) quienes demuestran que el crecimiento de las
bacterias homofermetadoras, productoras de acido lactico
y la calidad del ensilaje, principalmente depende del grado
de ensilabilidad del forraje, concentracion de azucares,
capacidad buffer, humedad y temperatura.

Cuadro 1. Promedios y errores estandar del pH y temperatura del ensilaje de maiz inoculado con L. plantarum en distintos

tiempos de muestreo.

Tiempos de muestreo

Tratamientos

15 30 45
pH Temperatura pH Temperatura pH Temperatura
(°C) (°C) (C)
TO 3,93+ 0,01 25,38°+ 0,19 3,93%+ 0,02 25,80+ 0,10 3,952+ 0,01 25,782+ 0,09
T1 3,92°+0,01 26,11+ 0,19 3,717 + 0,02 22,62+ 0,10 3,917+ 0,01 24,97°+ 0,09
T2 4,022+ 0,01 27,212+ 0,19 3,65 0,02 22,42+ 0,10 3,94% + 0,01 25,17°+ 0,09
T3 3,94+ 0,01 26,27°+ 0,19 3,78+ 0,02 22,23% 0,10 3,90°+ 0,01 24,46° £ 0,09

TO: sin in6culo; T1: L. plantarum (5 ml); T2: L. plantarum (10 ml); T3: L. plantarum (15 ml).
ab.¢ | etras distintas a nivel de columnas difieren estadisticamente al 5% (Tukey)

Composicién bromatolégica del ensilaje de maiz en
distintos tiempos de muestreo

La composicion bromatologica del material experimental,
en los distintos tiempos de muestreo de los tratamientos
con y sin inclusion de L. plantarum para la composicion
bromatoldgica (Cuadro 2), resultdé que los valores
obtenidos se encuentran en los promedios generales
reportados por la literatura para maiz ensilado. Se destaca
la poca variabilidad que sufrieron los componentes
bromatoldgicos del forraje conservado dentro de los
tratamientos.

Es importante mencionar que ninguno de estos
componentes fue afectado estadisticamente (p>0,05) por
los distintos tratamientos a excepcion de la materia seca.

Lo anterior permite precisar, que los datos obtenidos de
materia seca (%) a los 30 dias son similares a los
reportados por Filya (2003a) y Ferreira et al. (2007),

resultados que, son inferiores en relacién con los
presentados por Freitas et al. (2006); Corral-Luna et al.
(2011); Silveira y Santos, (2017) y Abdul et al. (2017)
quienes obtuvieron porcentaje de 28,6; 37,8; 29,61y 26,95
respectivamente.

Con respecto a la proteina cruda, se observa que los
valores (%) fueron superiores cuando se incorporé el L.
plantarum en comparacién con el tratamiento sin
inclusion, siendo la excepcion a los 45 dias (8,87).
Mientras que las investigaciones realizadas por Freitas et
al. (2006), Abdul et al. (2017) y, Silveira y Santos (2017)
reportan porcentajes de PC en ensilajes de maiz inferiores
al 8%.

El componente extracto etéreo (%) presentd el menor
valor a los 15 dias en comparacion con los demas tiempos
y con la dosis, los resultados obtenidos son inferiores a los
reportados por Apraez-Guerrero et al. (2012) quienes
obtuvieron valores superiores al 2%.
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La variabilidad observada en los valores de fibra cruda
(FC) no fue significativa; sin embargo, el mayor promedio
se obtuvo a los 45 dias con aplicacion del indculo en dosis
de 15 ml de L. plantarum. Los resultados son similares a
los obtenidos por Apraez-Guerrero et al. (2012) quienes
evaluaron un ensilaje a base de avena y con la mezcla de
avena mas chilca. Ademas, a los reportados por Silveira y
Santos (2017), en ensilaje de cafia de azticar mas la adicion
de un inoculante.

Al analizar los valores obtenidos en el componente ceniza,
se observa a los 30 dias de evaluacidn el valor més alto
(9,28%) cuando se incluyd la dosis de 10 ml (T2). Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Apréez-
Guerrero et al. (2012) en ensilajes de avena més acacia y
por Corral-Luna et al. (2011). Sin embargo, son inferiores
con los reportados por Villa et al. (2010) quienes
obtuvieron 7,09% en ensilajes de maiz y su evaluacion
microbiologica y calidad nutricional. Es importante
destacar, que la ceniza en ensilajes es una caracteristica
deseable dentro de un alimento, debido al aporte de
minerales que incorpora a la dieta.

Con respecto a la energia digestible (ED), se observa el
mayor promedio (2,41 Mcal) a los 15 dias, cuando el
ensilaje de maiz fue inoculado con 10 ml de L. plantarum;

de muestreo (15, 30 y 45 dias).
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estos resultados permiten inferir un estado de ensilabilidad
Optimo con respecto al resto de los tiempos. Los datos
obtenidos son inferiores a los reportados por Hazard et al.
(2001), cuando ensilé maiz en combinacién con trébol
(Trifolium sp). Mientras que los obtenidos por Lépez
(2017), cuando evaluaron ensilajes de pasto CamerQn
(Pennisetum purpureum) con inclusién de melaza, la
energia digestible fue de 2,48 Mcal, resultados muy
similares a los obtenidos en la presente investigacion.

Un hecho relevante en las investigaciones son los
hallazgos obtenidos por Roblero (2006) quien reportd
valores superiores en la energia digestible en de cuatro
tipos de variedades de ensilaje de maiz; forrajero,
comercial, AN388, AN44, quien reportd valores de 3,20;
3,18; 3,17 y 3,17 Mcal respectivamente, siendo estas
superiores al méximo obtenido de 2,41 Mcal.

Estos resultados permiten deducir que los tratamientos con
inéculos bacterianos minimizan las pérdidas de calidad del
forraje favoreciendo su conservacion, permitiendo a
pequefios ganaderos una herramienta en época critica, por
la disponibilidad de forrajes de calidad, material con
niveles de proteina adecuado; lo que hace al ensilaje con
caracteristicas deseables.

Cuadro 2. Composicién bromatoldgica del ensilaje de maiz con distintos niveles de inclusién de L. plantarum a distintos tiempos

Tiempos de muestreo

Trat. 15 30 45
MS PC EE FC C ED MS PC EE FC © ED MS PC EE FC © ED
TO 21,35 868 144 3682 9,69 218 21,94* 968 186 37,28 919 222 1972° 956 1,9 3523 8,86 2728
T1 2307 900 148 3426 865 228 2215 10,16 152 3461 866 2,28 21,44> 992 236 3455 849 243
T2 22,43° 877 147 3479 499 241 229 10,71 184 3373 926 2,30 2314% 10,13 191 3403 911 230
T3 2365 923 141 36,26 9,06 222 2312* 987 182 3467 882 229 2328 887 160 3730 817 2,23
CV(%) 5,31 7,76 11,08

TO: sin indculo; T1: L. plantarum (5 ml); T2: L. plantarum (10 ml); T3: L. plantarum (15 ml); *M.S: materia seca; P.C: proteina cruda;

E.E: extracto etéreo; F.C: fibra cruda; C: ceniza; E.D: energia dige

rible.

Microorganismos en el ensilaje de maiz a distintos tiempos de muestreo

El resumen descriptivo (Cuadro 3) permite precisar un incremento a medida que transcurren los tiempos de muestreo,
admitiendo la estabilidad aerébica y con esto la conservacion del material vegetativo.

Cuadro 3. Estadistica descriptiva del nimero de microorganismos totales (UFC) en niveles de inclusién de L. plantarum a

distintos tiempos de muestreo (15, 30 y 45 dias).

Tiempos de muestreo

Estadigrafos

15 30 45
TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3 TO T1 T2 T3
N 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Media 1,25 1,60 1,60 1,60 347 5,36 5,36 5,36 4,28 6,36 6,36 6,36
DE 1,33 1,33 1,33 1,33 6,56 6,56 6,56 6,56 0,48 0,48 0,48 0,48
EE 3,56 3,56 3,56 3,56 1,88 1,88 1,88 1,88 2,61 2,61 2,61 2,61
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Es importante resaltar que a mayor tiempo de muestreo se
observa un incremento en los promedios de L. plantarum,
que indica la actividad fermentativa. Steidlova y Kala¢
(2003) mencionan que estos microorganismos son
homofermentadores, lo que hace que sean considerados
benéficos.

Con respecto a esto Ultimo, Vazquez et al. (2008) resaltan,
que al evaluar las bacterias 4cido lactica (BAL) como
inéculo en conservacion de forrajes, estas son
responsables de la produccion de sustancias
antimicrobianas, las cuales inhiben el crecimiento de
organismos patdgenos o esporadicos. Ademas, el efecto
benéfico de la inoculacion de L. plantarum en ensilados
dentro de cada uno de los tratamientos favorece la
disminucién del pH sumado al aumento de
concentraciones de &cido lactico, todo esto se debe
posiblemente a las predominancias de bacterias
productoras de acido lactico, permitiendo asi la estabilidad
de las propiedades nutricionales del forraje.

De otra parte, es relevante indicar que las técnicas de
conservacion muchas veces no suelen ser suficientes,
afectando su conservacion; es alli donde el uso de aditivos
podria contribuir a minimizar las pérdidas de calidad,
siendo el empleo de inoculantes una alternativa para
mantener un valor nutritivo 6ptimo.

CONCLUSIONES

La inclusion de L. plantarum en el ensilaje de maiz result6
con pH y temperatura para el proceso de fermentacion, que
coadyuvan la conservacion del cultivo, a los 30 dias de
muestreo (T2), siendo una alternativa en la alimentacién
animal, principalmente en la época seca. Ademas, no
influy6 en la composicion bromatoldgica, a excepcion del
componente materia seca.
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