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RESUMEN

El propdsito del presente estudio fue ensilar plantas de maiz de la variedad Vs-536 a nivel laboratorio con un inoculante
bacteriano nativo y comparar su efecto en la concentracién de &cido lactico, pH, caracteristicas organolépticas y nutritivas
del ensilado. Para ello se colectaron plantas a los 75 dias después de sembrado, se picaron para obtener 1 kg de forraje con
humedad de 60-70% y se depositaron en recipientes de plastico cilindricos. Se trato el forraje contenido en microsilos, con 10
mL de suspensidn bacteriana a base de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceusy Enterococcus
durans, a una concentracion de 106 UFC mL-1 y un control sin inoculante, se hicieron cinco repeticiones. Para el aislamiento
e identificacion de bacterias se utilizé el agar DeMan-Rugosa and Sharpe, Estafilococcus 110 y agar sangre; ademas de las
galerias api 50 CH, Estrep y Staph. Se realizaron andlisis quimicos para las plantas de maiz pre y post ensilados. Todos los datos
se analizaron mediante el modelo estadistico de andlisis de varianza, comparando las medias (P<0.05) de las variables con
diferencias significativas entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey. La utilizacién del inéculo nativo en los ensilados
favoreci6 la disminucién de pH y el incremento de la concentracién de acido lactico, también permitié la estabilizacion de las
propiedades nutricionales del forraje y la disminucion de AGV. Se incrementd la predominancia de bacterias productoras de
acido (D-) lactico en los ensilados tratados con inoculantes nativos.

Palabras clave: ensilado, indculo nativo, acido lactico, acidos grasos volatiles (AGV).

ABSTRACT
The purpose of the current study was to ensile corn plants of the Vs-536 variety at laboratory level with a native bacterial ino-
culant and compare its effect in the concentration of lactic acid, pH, organoleptic and nutritious characteristics of the ensilage.
For this purpose, the plants were collected 75 days after planting; they were chopped in order to obtain 1 kg of fodder with
humidity of 60-70% and they were placed in cylindrical, plastic containers. The forage was treated in microsilos, with 10 mL
of bacterial suspension with Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Pediococcus pentosaceus and Enterococcus durans,
to 106 UFC mL-1 concentration and a control without an inoculants. The process was repeated five times. For the isolation
and identification of bacteria, the following were used: DeMan-Rugosa and Sharpe agar, Estafilococos 110, blood, and api 50
CH, Estrep and Staph galleries. Chemical analyses were carried out on the corn plants prior and post ensilage. All the data
were analyzed by means of the statistical model of analysis of variance comparing the average (P<0.05) of the variables with
significant differences among the processing by means of the Tukey Test. The utilization of the native inoculants in ensilage fa-
vored the decrease of pH and the increase of the concentration of lactic acid; it also permitted the stabilization of the nutritious
properties of the fodder and the decrease of AGV. The predominance of lactic acid (D-)- producing bacteria was increased in
the ensilages treated with native inoculants.
Key words: ensilage, inoculant native, lactic acid, volatile fatty acids.

INTRODUCCION

El ensilado es una técnica que permite conser-
var los alimentos para el ganado y se fundamen-
ta en una fermentacién lactica de los azlcares
por bacterias denominadas acido lactico, es de
facil elaboracion, sin embargo en ocasiones pro-
duce grandes pérdidas forrajeras, para evitar lo
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anterior, se han empleado aditivos quimicos y
bioldgicos como los inoculantes bacterianos. Los
inoculantes bacterianos para ensilados son pro-
ductos bioldgicos a base de bacterias que tienen
la capacidad de producir acido lactico y dismi-
nuir el pH de los silos, dentro de los principales
géneros bacterianos utilizados como inoculan-
tes en silos destacan: Lactobacillus, Pediococ-




cus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc y
Streptococcus, los cuales crecen en rangos de
pH de 3 a 4 (Holfzapfel y Schillenger, 1992; Ha-
mmes, Weiss y Holzapfel, 1992). La eficiencia
de un inoculante depende de la capacidad de las
bacterias inoculadas para competir con la flora
nativa durante el proceso de ensilaje, asi como
por la concentracién de azucares y contenido de
materia seca del material a ensilar (Woolford,
1984; McDonald, Henderson y Heron, 1991).

Existe poco uso de los inoculantes bacteria-
nos para ensilado en paises en desarrollo y so-
bre todo en climas tropicales, lo anterior se debe
en parte a los bajos precios de los productos ga-
naderos y en gran medida a la falta de experien-
cia practica en la técnica de ensilaje (Stefanie,
Driehuis, Gottschal y Spoelstra, 1999).

Los pocos productores que han usado los
inoculantes comerciales para ensilar no han
quedado totalmente convencidos debido a que
el inoculante no ha sido efectivo. Lo anterior lo
explican Weinberg y Muck (1996) al demostrar
que las bacterias acido lacticas nativas, favore-
cian mejores rendimientos de produccién de aci-
do lactico y valores menores de pH con relacidn a
los inoculantes comerciales. Cai, Kumai, Ogawa
y Nakase (1999) aislaron y aplicaron inoculan-
tes bacterianos nativos a base de Pediococcus
pentosaceus y P. acidjlactici en silos de maiz y
demostraron que se propiciaban bajos niveles
de pH, bajos contenidos de acido butirico, amo-
nio y acético, con la consecuente elevacion de la
concentracion de acido lactico.

Por todo lo anterior, es atractivo proponer
una alternativa para la fabricacion de ensilados
que permita mejorar la calidad de conservacion
de los mismos.

El objetivo de este trabajo fue ensilar plantas
de maiz de la variedad Vs-536 a nivel laboratorio
adicionando un inoculante bacteriano nativo y
comparar su efecto en la concentracion de acido
lactico, pH, caracteristicas organolépticas y nu-
tritivas del ensilado.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Las plantas de maiz (Zea mayz) de la variedad
Vs-536 se colectaron manualmente a los 75 dias
después de haberse sembrado en los terrenos
de la zona de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas. Se se-
lecciond el fenotipo Vs-536, mismo que es utili-
zado principalmente en la depresion central del

estado de Chiapas, ademas de favorecer ensila-
dos de mayor calidad (Bautista, 2005).

Proceso de ensilado

Las plantas de maiz se picaron y homogenizaron
referidas a base seca para obtener 1 kg de mez-
cla. Con una humedad del 60-70%, se deposita-
ron en recipientes de plastico cilindricos con tapa
hermética de 15 cm de altura por 12 cm de dia-
metro, estos recipientes se consideraron como
los microsilos. Se tratd 1 kg de forraje con 10 mL
de solucion de inoculante a una concentracion
de 106 UFC mL-1 (Ortiz, 2001), se hicieron cinco
repeticiones. Los microsilos fueron identificados
con etiquetas con el nombre del tratamiento y
se sellaron completamente después de ser com-
pactadas a presion y sometidos a vacio.

Los microsilos se dejaron reposar durante
dos semanas a 30 °C y se procedié a muestrear
al final del periodo establecido. Se determinaron
las caracteristicas organolépticas, la concentra-
cién bacteriana y se realizaron analisis quimicos
(AOAC, 1990).

Evaluacion sensorial del ensilado

Los indicadores utilizados para evaluar las carac-
teristicas sensoriales del ensilado son en orden
de importancia: Olor, Color y Textura. Para de-
terminar los parametros anteriores se destapa-
ron los microsilos en condiciones de esterilidad.
Se determind en el forraje el parametro de olor a
dulce o acido lactico, poco agradable y desagra-
dable. Para la determinacion de color, se obser-
vo el forraje ensilado y se tomaron los datos de
color verde, pardo verdoso, verde amarillento,
verde rojizo, café verdoso, café obscuro o pardo
amarillento. La textura del forraje se determind
al tacto y se anotd la textura bien definida, firme
y con facil separacion, o en su defecto jabonoso,
mal definido, viscoso y pegajoso (Bjorge, 1996;
Ojeda y Esperance, 1991 en Tobia, Uribe, Villa-
lobos y Soto, 2003).

Aislamiento e identificacion de bacterias
en ensilado

Se tomaron 10 g de muestra de cada microsilo
y fueron colocados en recipientes que contenian
90 mL de agua destilada estéril. Posteriormente
de cada muestra se obtuvo una alicuota de 0.1
mL y se depositd en medio de cultivo denomina-



do DeMan-Rugosa and Sharpe (MRS, selectivo
para bacilos lacticos) contenido en cajas de pe-
tri desechables (DeMan, Rugosa y Sharpe, 1960
citado por Burgos, Okos y Wankat, 2000) la
misma cantidad alicuota se utilizé en agar para
Estafilococos 110 y en agar sangre.

Las cajas de petri fueron incubadas durante
48 horas a 30 °C bajo una atmoésfera anaerobia
mediante una jarra GASPAK de 36 placas y ge-
neradores de atmésfera de CO, marca GENbox,
al cabo de este tiempo se procedié a contar las
unidades formadoras de colonia en cada caja.
A partir de cada caja de petri se separaron las
colonias diferentes y se aislaron en nuevas cajas
de petri para incubarse en la forma ya descri-
ta. Después de tres subcultivos, los diferentes
monotipos fueron inoculados en tubos de cepa
contenido de medio MRS y se procedié a iden-
tificar las colonias por medio de las pruebas de
Gram, catalasa y una galeria de pruebas Api 50
CHL (BioMerieux), Api Staph y Api 20 Strep (Bio-
Merieux, 2000 en Tobia et al,, 2003).

Las reacciones observadas del metabolismo
bacteriano en pruebas bioquimicas fueron in-
terpretadas como positivas o negativas depen-
diendo de la identificacién numérica del perfil
observado en cada una, los datos fueron obteni-
dos en base al célculo de su proximidad relativa
a los distintos taxones de la base de datos (%
id) a través de un programa computarizado API-
LAB PLUS version 3.3.3 (BioMerieux, 2000). Se
utilizaron cepas de referencia ATCC de Lactoba-
cillus plantarum 'y Pediococcus acidilactici para
la comparacion morfoldgica de las bacterias ais-
ladas (ATCC, 2005).

Conservacion de las bacterias aisladas

Para la conservacion de cada una de las cepas
seleccionadas, se inocularon en tubo de cepa
con tapdn de baquelita conteniendo agar MRS,
se incubaron durante 48 horas y posteriormente
se adicion6 aceite mineral del 10 al 15% VV-1
estéril, finalmente se almacenaron los tubos en
refrigeracion a 5 °C (Tobia et al,, 2003)

Analisis quimico

Las muestras de material vegetal pre-ensilado y
post-ensilado, se analizaron para materia seca
(MS), materia orgénica (MO), proteina (P), ce-
nizas (C) y pH de acuerdo con las técnicas des-
critas por la AOAC (1990). La fibra detergente

neutro (FDN) se analizé de acuerdo a la técnica
descrita por Goering y Van Soest (1970).

El contenido de humedad se determiné co-
locando 2 g del ensilado en crisoles de porce-
lana a peso constante, los cuales se colocaron
al horno a temperatura de 129 °C por 24 horas.
Para determinar el pH se usaron aproximada-
mente 90 mL de agua destilada y se mezcld con
10 g de cada muestra, se dejo reposar por una
hora a temperatura ambiente y se agité cada
15 minutos. El extracto se decantd en un vaso
de precitado de 100 mL y se midié el pH con un
potenciometro marca Hanna previamente cali-
brado con buffer pH 4, 7 y 10. La concentracion
de acido lactico se analizé de acuerdo con la téc-
nica colorimétrica descrita por Barker y Sumer-
son (1941) Tylor (1995) y por Bartnett (1951).
Mediante diluciones se elabord la curva estandar
con lactato de litio. Las muestras problema se
midieron con acido sulfurico, sulfato de cobre y
parafenil fenol, la lectura se realizé a 570 nm.

La determinacién de proteina se realizd me-
diante el método de Kjelhdal. Para la determi-
nacién de cenizas, se pesaron 2 g de muestra
y se depositaron en un crisol de porcelana, se
quemo primeramente en una parrilla y poste-
riormente se incinerd durante 3 horas en una
mufla a 550-600 °C, se enfrid el crisol dejandolo
en reposo en un desecador y finalmente se pesd
para calcular el porcentaje de cenizas. Se midié
la concentracion de acido butirico, acido acético
y acido propidnico mediante cromatografia de
gases, para ello se acidifico la muestra con acido
metafosférico al 25% en una proporcion 4:1 de
muestra: acido metafosforico, las muestras se
depositaron en viales de 2 mL y se centrifugaron
a 15 000 rpm durante 5 minutos, posteriormen-
te las muestras se depositaron en viales de 1
mL y se refrigeraron a -4 °C, se analizaron las
muestras en un cromatdgrafo de gases Perkin
Elmer, Clarus 500. La muestra testigo fue una
solucién en proporcion 4:1 de solucion de acido
butirico, propidnico y acético: acido metafosfori-
co (Erwin, Marco y Emery, 1961).

Disefio experimental y evaluacion estadis-
tica.

Se analiz6 la composicién quimica de los ensi-
lados, para ello se establecieron dos tratamien-
tos:

Tratamiento 1: Plantas de maiz de variedad Vs-
536 con inoculante bacteriano.




Tratamiento 2: Plantas de maiz de variedad
Vs-536 sin inoculante bacteriano.

Todos los datos fueron analizados estadis-
ticamente con el andlisis de varianza, compa-
rando las medias (P<0.05) de las variables con
diferencias significativas entre los tratamientos
mediante la prueba de Tukey. Se empled el pro-
grama SAS (Sistema de Analisis Estadistico SAS,
1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

Concentracion de bacterias aisladas en
ensilados con inoculante nativo

En la Figura 1 se observan los resultados refe-
rentes a la concentracion de bacterias acido lac-
ticas presentes en el silo tratado con inoculante
bacteriano y en los silos sin inoculante utilizando
la variedad Vs-536, cabe destacar la eleccion de
esta variedad en virtud de los mejores resulta-
dos obtenidos con este tipo (Bautista, 2005). Se
aprecia mayor concentracion (UFC g-1 de silo)
en el silo tratado con indculo nativo en compara-
cion con el silo sin tratamiento para los géneros
Pedliococcus pentosaceus, Enterococcus durans,
Lactobacillus platarumy Lactobacillus brevis con
3.01 x 1012, 8.33 x 1012, 1.02 x 1010, 1.76 x

1011 UFC g-1 de silo, respectivamente. Los gé-
neros bacterianos Leuconostoc mesenteroides
y Lactobacillus paracasei estuvieron presentes
en mayor concentracién en los silos sin inéculo
nativo con 2.59 x 105 y 2.28 x 106 UFC g-1
de silo. Weinberg y Muck (1996) reportan que
el adicionar a ensilados inoculantes bacterianos
como Lactobacillus plantarumy Pediococcus sp.,
se favorece el predominio de estos mejoradores
y que los inoculantes nativos se adaptan mayor-
mente a las condiciones de la region. Deshmukh
y Patterson (1997) describen el uso de inocu-
los para estimular la fermentacion de silos con
plantas de maiz y describen a los géneros Lac-
tobacillus plantarum, Estreptococcus faecium 'y
Pediococcus acidilactici como algunos de los cul-
tivos méas exitosos. Bolsen (1999) encontrd en
1 000 ensilados de plantas de maiz y 200 estu-
dios de laboratorio, que los indculos bacterianos
son benéficos en mas del 90% de las compa-
raciones. Steidlova y Kalac (2003) utilizaron los
géneros Lactobacillus plantarum, Pediococcus
pentosaceus, Lactobacillus casei y Enterococcus
faecium en concentracion de 1 x 106 UFC mL-1,
logrando promover el crecimiento de bacterias
acido lacticas en los ensilados.
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Cuadro 1.- Comparacion de los valores nutritivos del ensilado del genotipo Vs-536 con y sin inoculante

pH Al P FD

MS MO CS AGV

T 38a 4% 13a 12.7a
I 3.4b 62a 14a 13a

112 32a 34a 16a 13 a
122 31b 35a 15a 9b

P < 0.05, Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes. Sistema SAS.

AGV (Acido acético g Kg-1 de MS).

Caracteristicas bromatologicas obtenidas
durante el proceso de ensilado con inocu-
lante nativo

Se observa en el Cuadro 1 la comparacion de
medias de los valores de pH, acido lactico ( Al, g
kg-1 de MS), proteina (P), fibra detergente neu-
tro (FD), cenizas (C), materia seca (MS), mate-
ria organica (MO), carbohidratos solubles (CS %
de MS) y acidos grasos volatiles (AGV) en g Kg-1
de MS del ensilado con inoculante nativo (I) en
comparacion con el ensilado sin inoculacion (T)
obtenidos con la variedad Vs-536. Se aprecia di-
ferencia estadistica en los valores de pH, siendo
de 3.4 en el silo tratado con indculo y de 3.8 en
el silo sin inoculante, la concentracién de acido
lactico fue diferente estadisticamente, ya que el
silo con inoculacién obtuvo una concentracion
de 62 g kg-1 de MS en comparacién con el silo
sin indculo de 49 g kg-1 de MS. Respecto a la
materia seca se observa diferencia estadistica
entre los tratamientos, siendo de 30% en el
caso del silo tratado con indculo y de 32% en el
silo no tratado. En la concentracion de proteinas,
FDN, cenizas, materia organica y carbohidratos
solubles, no se encontrd diferencia estadistica.
Se detectd acido acético en ambos tratamientos
y fue estadisticamente diferente, la mayor con-
centracion se hallo en el testigo con 13 g Kg-1
de MS en comparacion con el silo inoculado con
una concentracion de 9 g kg-1 de MS de acido
acético.

El pH obtenido en los ensilados tratados con
indculo fue bajo y este resultado concuerda con
los trabajos de Bolsen (1999) en donde halld
que utilizando plantas de maiz en 1 000 ensila-
dos y 200 estudios de laboratorio, los ensilados
inoculados tuvieron fermentaciones mas rapidas
y mas eficientes, disminuyendo el pH por deba-
jo de 4. Bolsen, Brent y Uriarte (2001), presen-
taron resultados de 28 ranchos y la evaluacién
de 71 ensilados, demostrando que los indculos
bacterianos consistentemente mejoraron la efi-
ciencia en la fermentacion, la recuperacion de
MS vy la eficiencia alimenticia. Weinberg y Muck

(1996) reportaron que el adicionar a ensilados
inoculantes bacterianos, como Lactobacillus
plantarumy Pediococcus sp., se favorece al pre-
dominio de estos mejoradores y el pH decrece
principalmente debido al incremento en la con-
centracién de acido lactico. Zhang, Tanaka, Ue-
gaki, Cali y Kobayashi (2000), mencionan que
el utilizar indculos de bacterias homofermenta-
doras como Lactobacillus plantarum favorece la
produccién de acido D(-) lactico y encontrd una
disminucién de pH a niveles de 3.75; también
reportaron una concentracion de acido acético
de 7.3 g Kg-1 de MS. Steidlova y Kalac (2003)
utilizaron inoculantes bacterianos en ensilados
de plantas de maiz y disminuyeron el pH a nive-
les de 3.7. Kung, Chen, Kreck y Knutsen (1993)
reportaron que la inoculaciéon microbiana puede
mejorar el valor nutritivo del ensilado de maiz.

CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron las bacterias aci-
do lacticas homofermentativas: Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus brevis y Pediococcus
pentosaceus. También se aislaron las siguien-
tes bacterias acido lacticas heterofermentativas:
Enterococcus durans, Lactobacillus paracasei y
Leuconostoc mesenteroides. Todas las bacterias
anteriormente mencionadas se encontraron en
los silos independientemente del tratamiento.

En relacidn con las caracteristicas sensoriales
no existio diferencia entre los silos tratados con
inoculantes y los testigos, ya que todos presen-
taron un olor dulce agradable, un color verde
pardo y una textura bien definida de facil sepa-
racion.

La utilizacién del inéculo nativo en los en-
silados favorecié la disminucion de pH y el in-
cremento de la concentracién de acido lactico,
también favorecio la estabilidad de las propieda-
des nutricionales del forraje como por ejemplo
proteina, fibra detergente neutro, ceniza, mate-
ria seca, materia organica y carbohidratos. La
concentracion de acido acético disminuyd con la
utilizacién del inoculante bacteriano nativo.




Se incrementd la predominancia de bacterias
homofermentadores productoras de acido D (-)
lactico y se disminuyd la poblacion de bacterias
acido lacticas heterofermentativas productoras
de acido L (+) lactico en los ensilados tratados
con inoculantes nativos.
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