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Articulo cientifico

Dinamica microbiana /n vitro de un ensilaje de Sorghum saccharatum enriquecido
con y sin inoculos de Lactobacilli sp.

Diana Katherine Villalba, Vilma A. Holguin®?, Jairo Mora-Delgado®

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue analizar la dinamica microbiana de un ensilaje de
Sorghum saccharatum (SD) enriquecido con indculos de L. plantarum'y L. buchneri, con el fin
de determinar la cinética de degradacion de la materia seca (MS) de forma /n vitro. La
investigacion se llevd a cabo en El Espinal, Tolima, Colombia. Se evaluaron tres tratamientos:
T1: ensilado de SD sin inoculacion; T2: ensilado de SD inoculado con Lactobacillus buchneri
(concentracion de 6x10° UFC/g); T3: ensilado de SD inoculado con Lactobacillus plantarum
(concentracion de 1x10° UFC/g) con 5 repeticiones cada uno. La calidad microbiolégica se
evalud en dos tiempos de fermentacion: el primer dia y a los 21 dias. La produccién de gas se
midio en ambos tiempos a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48 y 72 horas. Asimismo, las
cinéticas de degradacién de la MS se monitorearon a las 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Los parametros
de las cinéticas de fermentacion y las curvas de degradacion se ajustaron a los modelos
propuestos por @rskov y McDonald, utilizando el procedimiento PROC NLIN de SAS. Para

determinar el efecto de los tratamientos sobre la degradacion de la MS, se realizd un analisis
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de medidas repetidas en el tiempo, utilizando el procedimiento PROC MIXED de SAS. Los
resultados mostraron 92,9 + 0,6 mg de CO2/g de sustrato seco en el pico de la curva, lo que
indicd una disminuciéon del 37,85% en la poblacion microbiana, siguiendo una tendencia
inversa logaritmica. Se concluyd que el sorgo dulce posee bacterias epifitas que permiten un
desempefio adecuado de la fermentacion y una buena capacidad de acidificacion del medio.
Los aditivos comerciales no tuvieron efecto sobre las cinéticas de degradacion y fermentacion

de los ensilados.

Palabras clave: Bacterias acido-lacticas, microbiologia, materia seca, digestibilidad,

bromatologia.

ABSTRACT

In vitro microbial dynamics of a Sorghum saccharatum silage enriched with and without
Lactobacilli sp inoculants. The dry matter (DM) degradation kinetics and microbial dynamics of
Sorghum saccharatum (SS) enriched with additives based on Lactobacillus plantarum and
Lactobacillus buchneriwere determined /n vitro. Three treatments were evaluated: T1: SS silage
without inoculation; T2: SS silage inoculated with Lactobacillus buchneri(concentration of 6x10°
CFU/q); T3: SS silage inoculated with Lactobacillus plantarum (concentration of 1x10° CFU/g),
with 5 replicates each. Microbiological quality was evaluated at two fermentation times: the
first day and at 21 days. Gas production was measured at 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48,
and 72 hours. Likewise, DM degradation kinetics were monitored at 6, 12, 24, 48, and 72 hours.
The parameters of the fermentation kinetics and degradation curves were adjusted to the
models proposed by @rskov and McDonald, using the PROC NLIN procedure of SAS. To
determine the effect of treatments on DM degradation, a repeated measures analysis over time

was performed using the PROC MIXED procedure of SAS. The results showed 92.9 + 0.6 mg
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COy/g dry substrate at the peak of the curve, which indicated a 37.85% decrease in the
microbial population, following a logarithmic inverse trend. It is concluded that sweet sorghum
has epiphytic bacteria that allow adequate fermentation performance and a good capacity to
acidify the medium. Commercial additives did not affect the degradation and fermentation

kinetics of the silage.

Keywords: Lactic acid bacteria, microbiology, dry matter, digestibility, bromatology.

INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de rumiantes en Colombia se basan en el pastoreo, lo que
condiciona su rendimiento a la calidad y cantidad de forraje disponible en los pastos. La
estacionalidad en la produccion de forrajes constituye una limitante, ya que durante las épocas
secas se presenta escasez de alimento, mientras que en otras épocas ocurre una
sobreproduccion asociada a las altas precipitaciones (Miguel et al., 2019). Debido a esto, las
practicas de alimentacion y suplementacion estratégica a partir de recursos forrajeros
tropicales constituyen una opcion tecnoldgica amigable con el medio ambiente (Holguin et al.,
2015). En este sentido, el uso de forrajes alternativos, y su conservacion, constituyen una
estrategia viable. De esta manera, el desafio consiste en cémo conservar los forrajes para diferir
SU Uso entre épocas de alta produccion y escasez sin perder calidad. El ensilaje se presenta

como una alternativa viable para este propdsito (Holguin et al., 2018b).

La busqueda de alternativas que fortalezcan los sistemas de alimentacion animal, en particular
durante los periodos de escasez, es fundamental en las regiones tropicales (Holguin, 2016). En
este contexto, es necesario evaluar el valor nutricional de los forrajes alternativos y de los
ensilajes mediante metodologias practicas y confiables, que generen informacion relevante

para la toma de decisiones a nivel de finca (Huertas et al., 2021).
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Desde la Ultima década del siglo XX, el sorgo ha sido objeto de estudio como fuente forrajera,
en estado fresco o ensilado, para la alimentacion del ganado, debido a su tolerancia a la sequia,
alto potencial de rendimiento y adaptabilidad a distintas condiciones edaficas (Souza et al.,
2013). La principal preocupacion en el uso del sorgo para ensilaje es el potencial de rendimiento
de materia seca (MS) de toda la planta, que oscila entre 9y 20 t/ha (Oktem y Oktem, 2022); y
representa un potencial significativo en la produccion de forraje de sorgo y ensilado para la
nutricion del ganado (Houx Il et al., 2013; Xie y Xu, 2019). El sorgo forrajero, debido a su alto
contenido de azucares solubles en el tallo, se considera adecuado para la produccion de
ensilajes (Colombini et al., 2010; 2012; Cattani et al., 2017). Sin embargo, la calidad del ensilaje
puede optimizarse mediante la aplicacion de aditivos inoculantes que potencien los procesos
fermentativos (Fazaeli et al., 2006). Investigaciones anteriores han reportado una adecuada
fermentacion y calidad del ensilaje de sorgo, particularmente en zonas aridas o con limitaciones

hidricas (Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2016).

Las caracteristicas del material a ensilar son decisivas para la calidad del producto, ya que el
crecimiento de las bacterias acido-lacticas (BAL) permite que el pH del silo disminuya (Bezabih
y Tamir, 2014), lo que se representa menores pérdidas de la masa ensilada. La calidad del
ensilado depende de diversos factores entre los que se destacan las caracteristicas del forraje
y los cambios que se generan en su fermentacion. Este ultimo factor depende, en gran medida,
del tipo de microorganismos que colonicen el sustrato y del pH que alcance el silo, asi como

de la velocidad con la que se produzca este proceso (Kung, 2010).

Para mejorar los procesos de fermentacion, los aditivos juegan un papel importante. Sin
embargo, es importante tener claro que el aditivo no puede sustituir un buen manejo del
proceso de ensilaje. Un aditivo no previene los efectos negativos de una mala fermentacién
del forraje, causada por cubiertas plasticas permeables al oxigeno o por un almacenamiento

prolongado a temperaturas superiores a 30 °C (Kung, 2018).

Los inoculantes microbianos contienen bacterias seleccionadas para dominar los cultivos

microbianos presentes en el silo y optimizar los procesos de fermentacién. Segun el tipo de
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fermentacién que realizan sobre azUcares presentes en las plantas, como la glucosa, estos
inoculantes se clasifican en dos categorias: homofermentadores y heterofermentadores. Los
homofermentadores producen exclusivamente acido lactico, y dentro de este grupo se
incluyen especies como Lactobacillus plantarum, Pediococcus spp.'y Enterococcus spp. Por
otro lado, los heterofermentadores generan no solo acido lactico, sino también acido acético,
etanol y dioxido de carbono. El mejor ejemplo de este grupo es Lactobacillus buchneri (Reich

y Kung, 2010; Muck et al., 2018; Koc et al., 2017).

Los inoculantes bacterianos presentan varias ventajas sobre otros aditivos, como su bajo costo,
seguridad de uso, baja tasa de aplicacion y ausencia de residuos o impactos ambientales
negativos. Sin embargo, los resultados de su aplicacion pueden ser variables, probablemente
debido a las diferencias en las condiciones del ensilaje al momento de la aplicacion. Cuando
se combinan con enzimas que degradan la pared celular y el almidon, aumentan la
disponibilidad de carbohidratos para la fermentacion lactica, lo que mejora tanto la
fermentacion como el valor nutricional del ensilaje de pastos y leguminosas tropicales (Muck

et al,, 2018).

Ademas, las cepas de bacterias acido-lacticas (BAL) epifitas presentes en los forrajes tropicales
son candidatas prometedoras para su uso como aditivos en el ensilaje (Heinritz et al., 2012).
Por ello, es fundamental identificar aquellas cepas con capacidad para favorecer la
fermentacion lactica (especialmente cepas homofermentativas) en el forraje objetivo (Holguin

et al.,, 2018a).

Existen diferentes métodos para evaluar la efectividad del proceso de ensilaje. Aunque la
calidad bromatologica de los ensilados es un indicador Util, es fundamental también evaluar y
conocer la velocidad de degradacion de estos alimentos en el rumen, ya que este factor es
decisivo y sirve como herramienta clave para la formulacién adecuada de raciones (Rossi et al.,

2016).

Para determinar los procesos de ensilaje se debe evaluar la actividad microbiolégica del
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ensilado, ya que son los encargados de realizar el proceso de fermentacion esencial para el
adecuado proceso de conservacion que representara el éxito o fracaso de la técnica (Kung et
al., 2018). Para monitorear la cinética de degradacion del ensilado a evaluar se utiliza la técnica
de produccion de gas, la cual es un método /n vitro que permite determinar la extension y
cinética de degradacion del alimento a través del volumen de gas producido durante el

proceso fermentativo (Theodorou et al, 1994).

La técnica de produccion de gas /n vitro permite establecer una relacion lineal positiva entre la
degradacion de la materia seca y la produccion de gas durante el proceso de fermentacion.
Esta relacion indica que cuanto mayor es la degradacion del sustrato, mayor es el volumen de
gas que se produce. La degradacion de la materia seca puede producir diferentes volumenes
de gas (Mao et al, 2014; Posada y Noguera, 2005). La hipotesis constituye la guia de la
investigacion: la calidad del ensilado de sorgo dulce suplementado con aditivos de L. buchneri
y L. plantarum puede mejorarse y afectar positivamente la cinética de degradacion ruminal /n
vitro. El estudio tuvo como objetivo analizar la dindmica microbiana de un ensilado de Sorghum
saccharatum, enriquecido con inoculos de L. plantarum y L. buchneri para determinar la

cinética de degradacion de la materia seca.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo de sorgo

El forraje utilizado para ensilaje fue el sorgo dulce variedad HT 70. Se cultivd en el Centro de
Investigacion Nataima, de la Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(Agrosavia). Este se encuentra a una altura de 418 m s.n.m., cuyas coordenadas geograficas
son de 4°11'31.65" latitud norte (N) y 74°57'41.49" longitud oeste (W). Esta ubicado en la

microrregion del valle calido del Alto Magdalena, en el departamento del Tolima, municipio de
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El Espinal, Colombia; en una zona clasificada como Bosque Seco Tropical (BsT). Segun
Holdridge (1977), presenta suelos en su mayoria franco arenosos, una temperatura media de
28 °C, una precipitacion de 1250 mm al afio con distribucién bimodal y una humedad relativa
del 70% (Carvajal, 2004).

La region cuenta con dos temporadas de lluvias principales (marzo-junio y septiembre-
noviembre) y dos de sequia (diciembre-febrero y julio-agosto). El sorgo puede sembrarse al
inicio de cada temporada de lluvia para aprovechar la humedad. Previo al establecimiento del
sorgo dulce, se hizo un arado y rastreo para romper la compactacion del suelo, mejorar la

aireacion y favorecer la germinacion de las semillas.

Preparacién del ensilaje

Para este estudio, el forraje de sorgo se cultivd durante la primera temporada lluviosa,
correspondiente a inicios de marzo, con el fin de cosecharlo en junio a los 90 dias, en estado
de grano pastoso con 70% de humedad. Al forraje cosechado se le redujo el tamafio de
particula a 2 cm, en un molino de tres aspas a 7,5 HP, 1400 rpm y 4,5 Amps marca Gaitan. Una

vez picado el forraje se realizd una mezcla manual.

Aditivos y tratamientos

A raiz del interés de los productores de comprobar la efectividad de inoculantes comerciales,
se evaluaron dos aditivos frente a la microflora epifita nativa del forraje de sorgo. Los aditivos
se aplicaron en los niveles recomendados por el fabricante, con el objetivo de proporcionar 1
x 10° UFC/g. Para ello, los inoculantes se diluyeron en 10 mL de agua desionizada y la
suspension se asperjo uniformemente sobre 100 kg de forraje picado (peso humedo),
utilizando una bomba manual, para cada uno de los tratamientos. Los microrganismos se
aplicaron a los forrajes de manera uniforme con mezcla constante. Los tratamientos fueron:

Tratamiento 1 (T1): ensilado de sorgo dulce sin indculo (grupo control); Tratamiento 2 (T2):
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ensilaje de sorgo dulce + aditivo L. buchneri con una concentracion de 6X10° UFC/g;
Tratamiento 3 (T3): ensilaje de sorgo dulce + aditivo L. p/antarum con una concentracion de

1X10° UFC/g.

Recoleccién de muestras de ensilaje

Se prepararon microensilajes de 5 kg utilizando bolsas de polietileno calibre 6 (0,06 milésimas
de pulgada), las cuales fueron compactadas, selladas manualmente y almacenadas. Se
establecieron tres tratamientos con cinco repeticiones cada uno. La humedad al momento del
almacenamiento fue del 77 %. Se realizé un analisis bromatoldgico los dias 1y 21 del proceso.
Los ensilajes fueron abiertos en cuatro ocasiones correspondientes a los dias 1, 7, 14 y 21, para
la toma de muestras. Estas se secaron en una estufa de ventilacion forzada a 60 °C durante 48
horas, y posteriormente fueron molturadas en un molino con tamiz de T mm. De esta manera,

se llevaron a cabo cuatro evaluaciones con una frecuencia de siete dias.

Analisis bromatologico

La materia seca se determiné mediante deshidratacion en una estufa de vacio a 105 °C durante
48 horas. Los contenidos de fibra detergente neutra (FDN) y fibra detergente acida (FDA) se
analizaron siguiendo la metodologia descrita por Van Soest y Wine (1967). El contenido de
nitrégeno se evalud mediante el método de Kjeldahl (Nielsen, 1994), y a partir de este se calculod
la proteina cruda. El extracto etéreo se determind por el método de Soxhlet, y el contenido de

cenizas mediante el método de residuo mineral fijo descrito por la AOAC (1990).

Preparacion del sistema in vitro

Siguiendo el protocolo de Duque et al. (2009), se obtuvo el fluido ruminal de dos vacas Holstein
fistuladas en el rumen para la colecta del inoculo. Las vacas estuvieron pastoreando una
pradera de Pennisetum clandestinum sin suministro de concentrado. La colecta se hizo a las
6:00 am de forma manual y se almacend en recipientes térmicos precalentadas con agua a 40

°C. Posteriormente, se transport¢ al laboratorio donde se filtro a través de pafios de algodon.
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El fluido se transfirio a un Erlenmeyer que se mantuvo a una temperatura de 39 °C y fue

gaseado permanentemente con CO; para garantizar condiciones anaerdbicas.

Preparacion de matraces de incubacion

La produccion de gases originados por la fermentacion de la MS se determiné mediante la
técnica semiautomatica de produccion de gas /n vitro descrita por Mauricio et al. (1999). Se
utilizaron frascos de vidrio con capacidad de 100 mL, previamente lavados y secados en estufa
a 110 °C durante 12 horas. En cada uno de ellos se pesé aproximadamente 0,5 g de forraje.
Después de eso, se agregaron a cada matraz 5 mL de liquido ruminal y 45 mL de la solucién
tampodn. Los frascos se sellaron con tapdn de goma, se agitaron manualmente y se transfirieron

a un horno de ventilacion forzada a 39 °C (tiempo cero).
Incubacion

Siguiendo el procedimiento descrito por Duque et al. (2009), se utilizaron como blancos una
serie de matraces que contenian medio de cultivo e inéculo, pero sin sustrato, con el fin de
corregir la presion generada por la saturacion con CO, y la fermentacion de los
microorganismos presentes en el liquido (Theodorou et al, 1994). Estos matraces, que
contenian medio de cultivo, muestra e indculo, fueron gaseados con CO, y sellados con
tapones de goma de 14 mm. Posteriormente, se colocaron en cajas de poliestireno de 1,5 cm
de espesor para su incubacion, y se incubaron en una estufa de ventilacion forzada a 39 °C. El
numero de dias de incubacion y los intervalos de evaluacion se establecieron segun el método

de Theodorou et al. (1994).
Recoleccion de gases y muestreo de MS

Los tiempos de fermentacion a partir del sellado del silo fueron los dias 1y 21, en los cuales se
evaluaron cinco repeticiones de cada uno. En seguida, se realizd la preparacion del medio; para
ello, la solucion tampdn se preparé un dia antes del inicio del experimento segun lo

recomendado por McDougall (1948). La solucion se realizé con 9,80 g/L de NaHCO;3, 4,65 g/L
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de Na;HPO42H,0, 0,57 g/L de KCl, 0,47 g/L de NaCL, 0,12 g/L de MgSO4.7H,O y 0,05 g/L de
CaCl.2H,O (Silva y de Queiroz, 2002). Dichos reactivos se disolvieron en agua destilada,
agitando vigorosamente para permitir la mezcla completa de las soluciones y se saturé con

CO; durante dos horas, posteriormente, se almaceno a 39 °C.
Lecturas de producciéon de gas

Se us6 un transductor de presion digital tipo OMEGA Modelo PX 605-030GI para medir la
presion derivada de la acumulaciéon de gases de la fermentacion. Se insertd una aguja a traves
de la tapa de goma de las botellas para conectarla después a una manguera del transductor.
Las lecturas de presion de gas en libras por pulgada cuadra (PSI) se realizaron a las 2, 4, 6, 8,
10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 48, 72 horas de incubacion. Luego de cada lectura, los matraces se

agitaron manualmente y se retornaron a la incubadora.

La trasformacion de datos de presion a volumen se realizé con la siguiente ecuacion:
Y = -0,1375 + 5,1385X + 0,0777X*
Donde Y representa el volumen de gas producido por cada unidad de presion (X) (Posada y

Noguera 2005).
Degradacion in vitro de materia seca (MS)

La cinética de degradacion de la MS se analizé retirando los frascos de vidrio del periodo de
incubacion a diferentes tiempos: 6, 12, 24, 48 y 72 horas. Los residuos resultantes de la
incubacion se separaron mediante papel filtro de peso conocido, se secaron a 65 °C durante
48 horas y posteriormente se pesaron para calcular la desaparicion de la materia seca (Duque

et al,, 2009).
Evaluacion de la calidad microbioldgica

La evaluacion de la dinamica microbioldgica de los lactobacilos se realizé en el Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Ciencia Animal de la Universidad del
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Tolima. Para ello, se desarrollé la cinética de degradacion de MS y produccién de gas en el
Laboratorio de Nutricibn de Rumiantes perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas,
ubicado en la Sede Universitaria de Investigacion, Universidad de Antioquia, Medellin,

Colombia.

Se estudié la calidad microbiolégica de los ensilajes, utilizando los pardmetros de recuento de
unidades formadoras de colonias (UFC) de bacterias, mohosy levaduras. Se evalud la presencia
de patégenos como Listeria, Salmonella y Clostridium. Para ello, se utilizaron aditivos
comerciales, cuya dilucion se realizd siguiendo las recomendaciones del laboratorio. Para
verificar la concentracion de las poblaciones de lactobacilos y las unidades formadoras de

colonias (UFC) utilizadas en cada tratamiento, se sembré una muestra de cada uno.

Se evaluaron tres tratamientos, cada uno con cinco repeticiones de la poblacién de bacterias
productoras de acido lactico (LAB), a lo largo de cuatro tiempos de fermentacion: 1, 7, 14 y 21

dias. La variable evaluada fue la concentracion de lactobacilos, expresada en UFC/g.

Anélisis estadistico

Para comparar las caracteristicas microbiolégicas, se analizaron los resultados de las variables
en dos momentos: el dia 1y el dia 21. Para ello, se aplico la prueba no paramétrica de Wilcoxon
para comparar los valores entre ambos momentos. Ademas, para detectar diferencias entre los
tratamientos en cada tiempo de fermentacion, se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Esta misma prueba se aplico especificamente para evaluar los valores de lactobacilos.
También se realizo un analisis de varianza (ANOVA) con un modelo de dos factores y medidas
repetidas en uno de ellos. El analisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software SPSS

version 20.0 (IBM, 2011).

Por otro lado, para estimar los parametros cinéticos de fermentacion y degradacion, las curvas
de produccién de gas y degradacién de MS se ajustaron a los modelos propuestos por @rskov

y McDonald (1979):
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p=a+b (1-e™)
Donde:
p = tasa de degradacion a lo largo del tiempo.
a = fraccion soluble en agua.
b = fraccion no soluble en agua, potencialmente degradable.
C = tasa de degradacién de la fraccion b.

t = tiempo de incubacion.

Por medio del procedimiento PROC NLIN de SAS (2001), se determiné el efecto de los
tratamientos sobre la degradaciéon de la materia seca (MS) a lo largo del tiempo. Ademas, se
realizé un analisis de medidas repetidas utilizando el procedimiento PROC MIXED de SAS

(2001), en colaboracion con la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Antioquia.

RESULTADOS

Analisis bromatologico

En la materia seca (MS) se observaron diferencias significativas (p < 0.05) Unicamente en el T2
entre los dias 1y 21. Para el contenido de cenizas, se detectaron diferencias significativas (p <
0.05) entre los tratamientos 1y 2 en ambos tiempos evaluados. En cuanto a la proteina cruda
(PQ), el dia 1 se encontraron diferencias entre T1y T2, mientras que en el dia 21 se observaron
diferencias entre T2 respecto a T1y T3, asi como entre T2 y T3. No se detectaron diferencias
significativas (p > 0.05) entre tratamientos en el dia 1 para las variables FDN y FDA; sin embargo,
a los 21 dias si se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en FDN entre T2 y T3 (Cuadro

1.
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Cuadro 1. Caracteristicas bromatolégicas de ensilajes de sorgo dulce en dos tiempos de

fermentacion.

Tiempo de

(%) fermentacion (dia) T Te 13
MS 1 22,99 + 1,39° 24,73 + 1,047 23,31 + 1,46°
21 22,49 + 0,67° 22,55 + 1,487 22,37 £+ 0,617
Cen 1 8,11 + 0,40° 7,43 + 0,16° 7,81 + 0,22%
21 8,01 + 0,33° 7,36 + 0,40° 7,79 + 0,41
e 1 4,38 + 1,45° 6,63 + 2,47° 5,54 + 2,38°
21 5,03 + 1,58? 5,49 + 1,04° 5,34 + 0,96°
pC 1 6,90 + 0,587 5,90 + 0,21° 6,02+ 0,13%°
21 6,78 + 0,26* 6,34 + 0,17° 6,80 + 0,27¢
FON 1 53,62 + 2,36° 54,62 + 1,62° 52,14 + 0,68°
21 54,30 + 1,47° 54,10 + 2,56° 55,05 + 1,44°
FDA 1 37,08 + 1,537 38,07 + 1,05° 37,74 £ 1,26°
21 39,50 + 1,74° 41,24 +1,70° 41,52 + 1,54°

MS: materia seca; Cen: cenizas; EE: extracto etéreo; PC: proteina cruda; FDN: fibra detergente neutra;
FDA: fibra detergente acido. Letras diferentes en la misma fila por tiempo de fermentacion (1 dia y 21
dias) indican valores estadisticamente diferentes (p < 0.05).

Calidad microbiologica

Los resultados obtenidos en la evaluacion microbiolégica de los ensilajes muestran una

reduccion de la presencia de microorganismos patdgenos con el proceso de fermentacion, lo

que concuerda con la disminucién de los niveles de pH, detectandose una diferencia

significativa (p < 0.05) de estos valores a lo largo del tiempo. Si bien en las pruebas iniciales se

detecto la presencia de Sa/monella en el T2, se pudo controlar con la disminucion del pH y con

las condiciones 6ptimas de fermentacion, inhibiendo su crecimiento y proliferacion, estando

ausente 21 dias. La presencia de hongos y levaduras aumentd durante la fermentacion tanto

en el T1 como en el T3 y disminuy6 en el T2 (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Evaluacion microbiologica de ensilajes de sorgo dulce inoculados con Lactobacillus.

Bacterias L e 13

Dia 1 Dia 21 Dia 1 Dia 21 Dia 1 Dia 21
Aerobios mesofilos (UFC/g) 158,00x10° 36,20x10°  228,00x10°  0,19x10° 254x10° 58,60x10°
Coliformes totales (NMP) 98,20x10* 100,00 242,10x10* 100,00 252,00x10* 10,00
Reductores de sulfito de Clostridium
(UFC/g) 10 10 14 10 10 16
Hongos y levaduras spp (UFC/g) 50,20x10*  175,00x10* 80,00x10* 0,40x10* 51,60x10*  834,00x10*
Escherichia coli ] 259 ) (-) ) ) ) )
Salmonella spp / 259 ) “) (+) “) “) “)
Listeria spp () () @) @) @) @)

Lactobacillus

Se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos estudiados al dia 21 (Cuadro 3).
En el momento de fermentacién correspondiente al dia 21 los valores de Lactobacillus
aumentaron significativamente para el T1, mientras que para el T2 el aumento fue moderado

y para el T3 disminuyo (Figura 1).

Cuadro 3. Poblacion de lactobacilos en ensilajes de sorgo dulce inoculados con lactobacilos

(valores dados como 10° UFC/g).

Tratamientos (10° UFC/qg)

Semanas T - 3 Significancia
1 616 + 620 789 £ 332 931 + 620 0.40
2 1998 + 1659 788 + 431 739 £ 470 0.47
3 1857 + 1720 655 + 239 295 + 323 0.18
4 2479 + 1359 1005 + 297 316 + 196 0.01
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Figura 1. Poblacion de Lactobacillus a través de los tiempos de fermentacion en ensilajes de

sorgo dulce enriquecidos con aditivos.

Parametros de degradacion de MS

Al comparar los resultados de la fraccion rapidamente degradable (A) entre los tratamientos y
en cada uno de los tiempos de fermentacion (dias 1y 21), se observd que no hubo diferencias
significativas (p > 0.05) entre los ensilajes preparados con aditivos de Lactobacillusy el ensilaje
sin aditivo. No obstante, al comparar los tratamientos entre si, se puede observar que la
fraccion A estimada fue mayor en el T2, seguido del T1, posiblemente debido a su mayor
concentracion de carbohidratos solubles. En cuanto a la fraccion lentamente degradable (B),
los resultados del dia 1 fueron mayores para el T3, mientras que en el dia 21 fueron mayores

para el T2 (Cuadro 4)
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Cuadro 4. Valores promedio de los parametros de degradacion estimados a partir de la técnica

de produccion de gas /n vitro.

Parametros Dia 1 Dia 21
(%) T1 T2 T3 T1 T2 T3
A 17,09 17,61 14,15 6,43 7,77 5,04
B 56,13 58,64 62,05 57,22 58,59 53,71
C 0,02 0,01 0,02 0,02 0,02 0,02
Degradacion potencial 73,22 76,25 76,20 63,65 66,36 58,75
Fraccion indigestible 26,78 23,75 23,80 36,35 33,64 41,25

A: fraccion rapidamente degradable, B: fraccién lentamente degradable, C: tasa constante de
degradacion de la fraccion B, Degradacion potencial: A + B, Fraccion indigestible: 100- (A + B).

Para la fraccion potencialmente degradable, la tasa de degradacion y la fraccion no digerible,
no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (p > 0.05) en los tiempos de
fermentacion evaluados. Esto permite concluir que dichos parametros no se vieron afectados
por el tipo de aditivo utilizado en la preparacion de los ensilajes. Asimismo, no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) al comparar los dos tipos de aditivos dentro de cada uno

de los tiempos de fermentacion (Figura 2).
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Figura 2. Degradacion /n vitro de la materia seca (MS) de los tratamientos en diferentes

tiempos.

Parametros de producciéon de gas

Los parametros cinéticos de produccion de gas para los tratamientos, volumen acumulado de
producciéon de gas después de 72 horas de incubacion (VF), tiempo de colonizacion (L) y tasa

de produccion de gas, se presentan en el Cuadro 5.
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Los volumenes finales de produccion de gas fueron similares entre tratamientos (p > 0.05), lo
que indica que los aditivos no tuvieron efecto sobre el volumen de gas producido, segun los

resultados obtenidos.

Cuadro 5. Parametros de produccién de gas estimados para los tratamientos en estudio.

Pardmetros Dia 1 Dia 21

T1 T2 T3 T1 T2 T3
VF, mL 295,00 299,20 289,30 256,00 268,90 239,90
L, horas 0,47 1,57 1,14 2,93 3,92 2,97

VF= volumen acumulado de produccién de gas (mL) correspondiente a la digestion completa del
sustrato; L = tiempo de colonizacidon expresado en horas.

El tiempo de colonizaciéon, definido como el intervalo necesario para la hidratacion vy
colonizacion de las bacterias en el sustrato, requisito previo para iniciar la degradacion, no se
vio afectado por el tipo de aditivo (p > 0.05). No obstante, se observé que en el dia 1 el ensilaje
con aditivo Lactobacillus buchneri (T2) requiri6 mas tiempo para iniciar el proceso de
fermentacion. De forma similar, en el dia 21, el T3 presentd el mayor tiempo de colonizacion,
seguido del T1, lo que sugiere que la tasa de produccion de gas se vio influenciada por la

concentracion de carbohidratos de fermentacion rapida (Cuadro 5).

El factor de particion (FP) relaciona los miligramos de sustrato degradado con el volumen de
gas producido, por lo que se considera un indicador de eficiencia microbiana (Cardona-Iglesias,
et al. 2017). En la Figura 3 se puede observar que los valores de FP disminuyen con el tiempo
de incubacion en cada tratamiento, lo que indica una actividad microbiana constante durante
el proceso de fermentacion. El FP no se vio afectado por el tipo de aditivo (p > 0.05). Sin
embargo, se detectaron diferencias significativas (p < 0.05) en el tiempo de fermentacion del

dia 1, donde el T1 difirid de T2 y T3, asi como en el dia 21.
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Figura 3. Factor de particion que relaciona la cantidad de sustrato degradado (mg) y el volumen
de gas producido (mL) durante los procesos de incubacion.

La producciéon acumulada de gas, expresada en mL/g de materia seca incubada, para los tres
tratamientos evaluados en todos los tiempos de lectura, se muestra en la Figura 4. Durante el

primer dia de fermentacion, no se observaron diferencias significativas (p > 0.05) en el volumen
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de gas acumulado entre tratamientos. No obstante, a los 21 dias de fermentacion, en las
primeras horas de lectura (4, 6 y 8 horas), se presentaron diferencias significativas (p < 0.05),

siendo el volumen de gas acumulado en el T2 diferente con respecto a T1y T3.
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Figura 4. Volumen de gas acumulado (mL/g de MS incubada) durante todos los tiempos de

medicion para los tratamientos en estudio.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que los valores de los principales
nutrientes del ensilaje de sorgo dulce se encuentran dentro de los rangos reportados en
estudios previos (Caraballo, 2010). Este hallazgo sugiere que, desde el punto de vista
bromatoldgico, el sorgo dulce constituye una alternativa viable como forraje conservado en

condiciones tropicales.

Sin embargo, la inclusion de aditivos a base de Lactobacillus no mostrd un efecto positivo en
la mejora de las caracteristicas nutricionales del ensilaje, lo que sugiere que la inoculacion con
estos microorganismos podria no ser necesaria bajo condiciones similares a las del presente
estudio (Villalba, 2013). Este resultado cuestiona la necesidad de adicionar cultivos iniciadores
en regiones tropicales donde, posiblemente, las condiciones ambientales ya favorecen un

adecuado proceso fermentativo.

En cuanto a la calidad microbiol6gica, se evidencié una disminucion del pH hasta niveles
promedio de 3,5, lo cual permitio la estabilizacion del material y la inhibicién del crecimiento
de bacterias patdgenas. Este comportamiento coincide con lo reportado en ensilajes
elaborados en regiones no tropicales, donde los cereales alcanzan un pH final mas bajo (3,7-
4,0) en comparacién con las leguminosas (4,3-5,0), debido a su menor capacidad tampdn

(Kung et al., 2018).

Asimismo, los resultados confirman que las condiciones de anaerobiosis, humedad y contenido
de carbohidratos solubles fueron adecuadas para propiciar una fermentacion eficiente. Estas
condiciones favorecieron la rapida acidificacion del material, lo que permitié su conservacion,
efecto que puede potenciarse mediante procesos de inoculacién cuando las condiciones

iniciales no son optimas (Chen et al., 2019).

Los resultados obtenidos muestran que T1y T3 presentaron un aumento progresivo en la
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poblacion de levaduras a lo largo del periodo de fermentacion, mientras que en el T2 se
observd una disminucion significativa. Esta reduccion podria explicarse por el reemplazo de las
levaduras por un subgrupo de microorganismos capaces de utilizar acidos organicos como
fuente de energia. Cabe destacar que un ensilaje con una elevada concentracion de levaduras
(210° UFC/q) se considera inestable en presencia de oxigeno (Kung et al., 2018; Schmidt y
Charley, 2011; Herrera et al., 2007).

En este estudio se emplearon tanto aditivos de primera como de segunda generacion. Los de
primera generacion compuestos por bacterias lacticas homofermentativas, que favorecen la
produccion de acido lactico y mejoran la conservacion de la materia seca, pero no poseen
propiedades antimicrobianas contra levaduras, lo cual limita su capacidad para mejorar la
estabilidad aerdbica del ensilaje (Kung et al., 2018; Herrera et al., 2007). En estos casos, el
predominio del acido lactico en la masa ensilada reduce la produccién de acidos con efecto
inhibidor sobre las levaduras, como el acido acético (Andrade y Mohamad, 2010). Por el
contrario, los inoculantes de segunda generacion, que contienen bacterias heterofermentativas
como Lactobacillus buchneri, generan acido acético durante la fermentacion, el cual ha
demostrado tener un efecto inhibidor sobre las levaduras al reducir su proliferacion o competir

con ellas por los recursos disponibles (Andrade y Mohamad, 2010; Kung et al., 2018).

La presencia de levaduras a lo largo del proceso fermentativo también podria interpretarse
como un indicador de una rapida acidificacion del ensilaje inducida por los inoculantes
(Ramirez-Diaz et al, 2020). De hecho, Chamberlain (1987) sugirid6 que una acidificacion
acelerada podria favorecer el desarrollo de levaduras, ya que las bacterias acido-lacticas
tienden a crecer en asociacion con estos microorganismos. Aunque las levaduras suelen
encontrarse en menor nimero (Ravyts et al., 2012), pueden aprovechar los azlcares residuales
para producir etanol, especialmente cuando el acido lactico se genera rapidamente y se

preserva una alta disponibilidad de carbohidratos solubles (Kundiyana et al., 2010).

Una mayor proliferacion de levaduras durante el almacenamiento puede iniciar procesos de
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fermentacién secundaria al momento de abrir el silo, lo que compromete la estabilidad
aerobica del material. Esta situacion ha sido reportada particularmente en ensilajes no

inoculados (Franco y Pérez-Diaz, 2012).

Si bien los aditivos se utilizan cominmente para mejorar el proceso fermentativo, los resultados
del presente estudio sugieren que podrian no ser estrictamente necesarios. Las
concentraciones iniciales de Lactobacillus en los tratamientos, tanto inoculados como no
inoculados, superaron los valores minimos recomendados en la literatura (>3,0 x 10° UFC/qg)
(Nair et al., 2020; Holguin et al., 2018a), lo cual les otorgd una ventaja competitiva al momento

de colonizar el silo y conducir una fermentacion eficiente.

De forma similar a lo reportado por Nair et al. (2020), donde el ensilaje control no inoculado
(CON) vy el ensilaje inoculado (INOC) con 3,0 x 10° UFC/g de bacterias acido-lacticas,
compuesto por 1,5 x 10° UFC/g de L. hilgardii CNCM 1-4785 y 1,5 x 10° UFC/g de L. buchneri
NCIMB 40788, presentaron valores de pH similares (p > 0.05) durante el proceso de ensilado.
No obstante, después de 14 dias de exposicion aerdbica, el pH fue significativamente mayor (p
< 0.001) en el tratamiento no inoculado, lo cual evidencia la ventaja del uso de bacterias

heterofermentativas en la mejora de la estabilidad aerébica del producto final (Nair et al., 2020).

En cada uno de los tratamientos evaluados, al analizar la poblacion de Lactobacillus en 1os
cuatro tiempos de fermentacion, se observo que el T1, donde actud Unicamente la flora epifita
del material forrajero, presentd un crecimiento exponencial de estas bacterias a lo largo del
tiempo. En contraste, los tratamientos inoculados mostraron una disminucién en la poblacion
microbiana. Esta diferencia podria deberse a que el proceso de fermentacion, al desarrollarse
de manera paulatina, permite que las bacterias epifitas tengan mas tiempo para adaptar su
metabolismo y establecerse eficientemente (Hutkins y Nannen, 1993). Los resultados obtenidos
en este estudio fueron superiores a los reportados por Filya (2003), quien evalud ensilajes de
sorgo inoculados con L. buchneriy L. plantarum, solos y combinados, en diferentes tiempos

de fermentacion (2, 4, 8, 15 y 90 dias).
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Por otro lado, los principales parametros para evaluar la calidad del forraje mediante
produccién de gas son la tasa de degradacion y el volumen maximo alcanzado, ya que reflejan
la eficiencia fermentativa de la muestra (Ramirez-Diaz et al., 2020). Forrajes con tasas elevadas
de produccién de gas son mas fermentables y digeribles, lo que se traduce en una
fermentacién mas rapida durante la incubaciéon. En este sentido, durante el primer dia de
fermentacion, el T1 presentd la mejor tasa de fermentacion y una menor duraciéon del periodo
de colonizacién, alcanzando una produccion maxima de gas similar a la de los otros

tratamientos, que requirieron mas tiempo para colonizar.

Sin embargo, a los 21 dias de fermentacién, se observo un cambio importante: el T2 mostro el
mejor comportamiento, con una produccién de gas superior a la reportada por Faria et al.
(2010), quienes evaluaron ensilajes de sorgo BRS-610 en siete etapas de maduraciéon mediante

la técnica semiautomatica de produccion de gas /n vitro.

Respecto a los parametros cinéticos, los valores obtenidos para la fraccion A fueron inferiores
a los reportados en otros estudios, donde se han documentado fracciones solubles cercanas
al 20% en ensilajes de hibridos de sorgo (Corral-Luna et al., 2011; Villalba, 2013). Sin embargo,
fueron similares a los encontrados por Costa et al. (2016) en ensilajes de sorgo BR-700. Los
valores del parametro B, que fueron mas altos para el T2, representan la fraccion insoluble de
la FNDN potencialmente degradable. La digestibilidad del forraje es un aspecto clave para
comparar materiales, ya que influye directamente en el rendimiento y el retorno econdmico
(Costa et al.,, 2016). En este contexto, las fracciones Ay C resultan especialmente relevantes:
una fraccion A elevada indica mayor degradabilidad, mientras que un valor bajo de C refleja
un tiempo mas corto para la desaparicion de la fraccion facilmente degradable. No obstante,
en este estudio no se observaron diferencias significativas entre tratamientos para estas

fracciones.

Los valores de produccion de gas acumulado encontrados por Faria et al. (2010) fueron
inferiores a los de este estudio, indicando en aquel caso un menor tiempo de incubacion y una

mayor tasa de colonizacién en los tratamientos con aditivos de Lactobacillus. Esta diferencia
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podria atribuirse a una mayor disponibilidad de carbohidratos solubles y a una mejor calidad
de la fibra, factores que promueven una rapida colonizacién y degradacion del material (Faria
et al., 2010). En linea con esto, Harrison et al. (1994) sefialaron que los efectos de los aditivos
sobre la composicion del ensilaje dependen del tipo de inoculante, su actividad biologica, la
dosis aplicada (6 x 10° UFC/q), el contenido de materia seca y la composicion quimica del

forraje.

Independientemente del tiempo de fermentacién evaluado (1 o 21 dias), el T2 produjo un
mayor volumen de gas en comparacién con los demas tratamientos. De forma similar, al
relacionar la cantidad de materia seca degradada con el volumen acumulado de gas producido
a las 72 horas de incubacion, se comprobd que los tres tratamientos, con y sin aditivos,
presentaron una produccion similar de gas por miligramo de sustrato degradado. Esto indica
que la energia contenida en los sustratos fue utilizada de forma eficiente para el crecimiento

microbiano.

Holguin et al. (2021) reportaron que los inoculantes comerciales y las bacterias epifitas no
generaron diferencias en los parametros de fermentacion ni en la produccion de gas en
ensilajes, lo que sugiere que esta técnica de evaluacion debe complementarse con la medicion
de la degradabilidad de la materia seca. Esto se debe a que existen sustratos con alta
degradabilidad que, proporcionalmente, pueden generar menor volumen de gas, pero
presentan un mayor factor de particion, mayor eficiencia en la sintesis de proteina microbiana,

mayor consumo y menor produccion de metano (Bezabih y Tamir, 2014; Blimmel et al., 1999).

CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados de este estudio permiten concluir que el sorgo dulce (Sorghum saccharatum)
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posee una flora epifita capaz de garantizar un adecuado proceso fermentativo y una eficiente
acidificacion del material ensilado, incluso sin la adicion de inoculantes comerciales. La
inclusion de aditivos a base de Lactobacillus buchneri o Lactobacillus plantarum no generd
mejoras significativas en los parametros de fermentacion ni en la cinética de degradacion del
ensilaje, por lo que su uso no resulta necesario bajo condiciones tropicales similares a las del

presente estudio.

Una de las principales implicaciones practicas de estos hallazgos es que es posible obtener
ensilajes de buena calidad sin recurrir a inoculantes, siempre que se implementen adecuadas
practicas de manejo en la elaboracion y conservacion del material. Esta informacion resulta
particularmente valiosa para la toma de decisiones a nivel de finca, ya que permite a los

productores optimizar sus recursos sin comprometer la calidad del forraje conservado.

Desde una perspectiva econdmica, los resultados sugieren que los productores pueden
prescindir del uso de aditivos comerciales sin afectar negativamente el proceso fermentativo,
lo cual representa un ahorro potencial y una alternativa mas accesible para sistemas de
produccién en regiones tropicales. Asimismo, estos hallazgos invitan a reevaluar la necesidad
de aditivos en contextos donde la materia prima y las condiciones ambientales favorecen una

fermentacion espontanea exitosa.
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