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ESTUDIO DE ALGUNOS INDICADORES BIOQUIMICOS
Y MICROBIOLOGICOS EN ENSILAJE DE CRA-265
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Se realizdé un estudio en CRA-265 para determinar el desarrollo de los principales grupos de
microorganismos presentes en el material conservado, asi como su relacion con la actividad
bioguimica. En silos de laboratorio tipo Cullison, fueron tomadas las muestras a los 0, 2, 4, 6, 8, 10,
20, 30, 60, 90 y 120 dias de conservacion. A pesar de haberse logrado la disminucion del pH hasta
valores cercanos a 4,0 desde los 4 hasta los 60 dias, este no logros inhibir el desarrollo de las
bacterias clostridicas, productoras de acido butirico, que fueron estimuladas por el bajo contenido
de MS. El desarrollo de otros microorganismos como bacterias homo y heterofermentativas y
levaduras, propicié el cambio en la orientacion de la fermentacién cerca de los 60 dias, al
producirse mas cantidad de acido acético que de lactico. El por ciento de MS del forraje influy6é de
forma importante sobre el comportamiento del ensilaje, por lo que se sugiere tomar en

consideracion este factor en la confeccién de los ensilajes.

Palabras clave: Microorganismos, bacterias clostridicas, bacterias homo y heterofermentativas,
acidos organicos
A study was carried out on cultivar CRA-265 in order to determine the development of the main
microorganism groups present in the conserved material as well as its relation with the biochemical
activity. Samples were taken during 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 60, 90 and 120 days of conservation in
Cullison laboratory silo. Inhibition was not found in the development of clostridial bacteria which
produce butiric acid and were stimulated by the low DM content, in spite of the pH diminution until
nearly 4,0 from 4" to 60 days. Other microorganisms that were developed such as yeast, homo and
heterofermentative bacteria changed the trends of fermentation during the 60 days while producing
more acetic acid than lactic acid. DM per cent of the forage influenced upon silage behaviour in an
important way, whereby this factor is suggested to be taken into consideration for silages

preparation.

Additional index words: Microorganisms, clostridial bacteria, homo and heterofermentative
bacteria, organic acids
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El material conservado como ensilaje
sufre un proceso de fermentacién inten-
so, llevado a cabo por la accion
combinada de las enzimas bacterianas y
de la planta; los microorganismos anae-
robios son los maximos responsables de
este proceso, y de la participacién de
estos en la conservacion va a depender
en Ultima instancia la calidad del ensilaje.

La flora microbiana que favorece la
conservacion es la denominada &cido
lactica, la cual aporta, como producto de
su metabolismo, el acido lactico respon-
sable de la rapida acidificacion del
medio.

Este trabajo tiene como objetivo
profundizar en el conocimiento de los
cambios microbiologicos que se produ-
cen durante la fermentacion y su relacion
con las variaciones bioquimicas registra-
das en el material durante el proceso de
conservacion de Pennisetum purpureum
cv. CRA-265. Este cultivar ha sido
recomendado como variedad comercial
por poseer un follaje exuberante y vigoro-
so, buena adaptacion a diferentes tipos
de suelo y rendimientos satisfactorios.

MATERIALES Y METODOS

Tratamientos y disefio. EI CRA-265
(Pennisetum purpureum) de 6 semanas
de rebrote y fertilizado con 60 kg de
N/ha/corte, fue utilizado para estudiar el
desarrollo de tres importantes grupos de
microorganismos presentes en el mate-
rial ensilado y su relaciébn con los
indicadores bioquimicos. El pasto pre-
sentd un contenido de proteina bruta
(PB) de 7,6% y 20,65% de materia seca
(MS).

Para realizar esta experiencia se
utilizaron silos tipo Cullison de 200 g de
capacidad aproximadamente, que se
muestrearon a los 0, 2, 4, 6, 6, 10, 20,
30, 60, 90 y 120 dias de conservado el
material

Del material fresco o ensilado fueron
pesados 30 g, los que se maceraron en
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270 ml de solucién salina estéril al 0,9%.
A partir de esta solucién fueron prepara-
das diluciones hasta 10®. Cada dilucién
fue replicada dos veces y se realizaron
dos inoculaciones con cada una de ellas.

En esta experiencia se utilizd un
disefio totalmente aleatorizado.

Métodos analiticos. Se utilizo el
método de dilucién y plagueo (Heydrich y
Cruz, 1978) efectudndose el conteo de
microorganismos viables en camara
contadora de colonias; los medios de
cultivo utilizados para este fin fueron
preparados a partir de sus componentes
segun el Oxoid Manual (1976); Medio
RBA (Red Bile Agar) para crecimiento de
bacterias entéricas; medio BLA (Buffel
Yeast Agar) para detectar mohos vy
levaduras y medio MRA (Rogosa Agar)
para aislar bacterias lacticas.

El proceso de incubacion y la
temperatura para cada medio fueron los
siguientes:

Medio Tem?’%r;:l ura in(;rulebr;cﬁgndfhr)
RBA 35~37 24~48
BLA Ambiente 72
MRA 35~37 120

Los indicadores bioquimicos y broma-
toldgicos determinados fueron: la MS, en
estufa a 70°C sin corregir las pérdidas; el
pH, medido en potenciémetro con elec-
trodo de vidrio; &cidos grasos volatiles
individuales por el método de Baule y
Weissbach (1963); producciéon de amo-
niaco por el método de microdifusién de
Conway (1957) y el nitrogeno total, por
Kjeldahl, determinado en fresco (AOAC,
1960).

RESULTADOS
La materia seca promedio del ensilaje

fue de 19,41%, mientras que la proteina
bruta alcanzo6 el 7,2%.
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El desarrollo de los microorganismos
se refleja en la figura 1. Durante los 6
primeros dias de conservacion, se produ-
jo la multiplicacion de las bacterias &cido
lacticas, que alcanzaron en ese momento
su concentracién mas elevada (10%g de
MS). A partir de los 6 dias se produjo una
disminucion de la concentracién hasta
los 30 dias, momento a partir del cual se
logré una estabilizacion de la poblacién,
gue se mantuvo aun a los 90 dias y
decayd posteriormente hasta alcanzar
valores cercanos a los iniciales.
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Fig. 1. Principales grupos de micro-

organismos presentes en el ensilaje.

El desarrollo méximo de las bacterias
entéricas se detectd a los 2 dias de
conservacion y posteriormente se produ-
jo su disminucién, hasta desaparecer
completamente a los 8 dias; mientras
que el contenido de levaduras mostré un
desarrollo inestable, aumentando vy
disminuyendo indistintamente su concen-
tracion durante toda la experiencia. Su
maximo crecimiento se detecté a los 10
dias de conservacion (10°/g de MS).

Los cambios ocurridos en el pH del
medio se muestran en la figura 2. Al
cuarto dia de iniciado el proceso el pH
descendi6 a 4,0 y se mantuvo alrededor
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de este valor hasta los 60 dias en que
comenzé a incrementarse y alcanzo a los
120 dias un valor de 4,9.
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Fig. 2. Cambios en el pH del medio.

El valor maximo del acido lactico se
observo a los 10 dias de haberse iniciado
la fermentacidon, como se muestra en la
figura 3. A partir de este momento
descendié bruscamente hasta su menor
valor a los 120 dias de conservacion. No
ocurrio asi con los acidos acético y
butirico, que después de los 30 dias de
conservado el material aumentaron nue-
vamente su concentracion.

En la figura 4 pueden observarse los
cambios porcentuales de los &cidos
grasos. En forma general se detectd que
al inicio del proceso predominé el acido
lactico hasta los 60 dias, tiempo a partir
del cual prevalecié el acido acético. El
acido butirico estuvo por debajo del acido
lactico en casi todo el periodo analizado,
excepto a los 20 y 120 dias; mientras
que super0 el acido acético sélo a los 10
y los 20 dias de conservacion.

El contenido de N-NH; fue maximo a
los 8 dias de fermentacion (4,9%),
momento a partir del cual descendié,
para mantenerse alrededor del 3%
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durante el resto del proceso de ensilaje,
excepto a los 120 dias, donde se detectd
un valor cercano al 2% (fig. 5).
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Fig. 3. Evolucion de
volatiles.

los &cidos grasos

% AGV]
60

50

30
20

to

2 4 & 6§ K0 20 0 &0 O Ir0

Fig. 4. Proporciones de los 4cidos presentes
en el ensilaje.

91

e D1%n-m|,fm

4.0

20

!
1 il

£t 4 & ® 10 10 30 @0 W0 120

Fig. 5. Contenido de N-NH; en ensilaje de
CRA-265.

DISCUSION

El bajo contenido de MS que presento
el ensilaje estudiado, favorecié el desa-
rrollo bacteriano y la fermentacién de los
glucidos solubles presentes en el mate-
rial, lo cual actia en detrimento de la
calidad de la conservacion; sin embargo
la PB sufri6 poca variacion durante el

ensilaje, lo que indica una actividad
limitada de las proteasas vegetales
(Gouet, Fatianoff, Zelter, Durand vy

Chevalier, 1965), que son inhibidas en
forma general por la acidez del medio
donde actuan.

Coincidiendo con los resultados de
otros autores (Gouet et al., 1965; Wool-
ford, Honig y Fenlon, 1979), el crecimien-
to de las bacterias acido lacticas fue
rapido en los primeros dias, al disponer
estos de gran cantidad de nutrientes para
su desarrollo debido a la plasmdlisis
celular. El desenvolvimiento posterior de
este grupo de bacterias se ajusta a los
resultados obtenidos por Pedersen,
Olsen y Gultormsen (1973), con la
diferencia de que la concentracion de
estos microorganismos se mantuvo
constante desde los 30 hasta los 90 dias
y declin6 posteriormente. Por el contra-
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rio, las bacterias entéricas se desarrolla-
ron con mayor fuerza a los 2 dias de
conservacion, debido a que el pH del
medio se encontraba por encima de 4,2.
De acuerdo con los estudios realizados
por Gross (1969), estas bacterias no son
capaces de crecer cuando el pH es bajo,
lo que se corresponde con nuestros
resultados.

Se ha sefalado que las levaduras
pueden desarrollarse en el medio duran-
te los 120 dias de conservacion, porque
tienen la capacidad de sobrevivir a pH
bajos, utilizan fuentes de carbono senci-
llas y crecen en condiciones de
aerobiosis y anaerobiosis, indistintamen-
te (Pelczar y Reid, 1970). Resultados
similares a los nuestros fueron obtenidos
por Woolford y col. (1979), Hardy (1980)
y Gouet, Luis y Gouet (1984) en ensilajes
de diferentes especies.

La disminucién del pH a valores
cercanos a 4,0 a partir del cuarto dia de
conservacion, esta fundamentada por el
rapido crecimiento de las bacterias acido
lacticas y la produccion elevada de acido
lactico. El incremento del pH a partir de
los 60 dias estuvo estrechamente
relacionado con la degradacién del acido
lactico formado y el aumento en la
concentracion de los acidos acético y
butirico, que aportan menor acidez al
medio (Brewster, 1966).

La evolucién de los acidos grasos
dependio6 del desarrollo de los microorga-
nismos presentes en el ensilaje. El
predominio de fermentaciones lacticas al
inicio del proceso de conservacion ha
sido detectado también en otros pastos
tropicales (Luis y Ramirez, 1985), en los
cuales se produjo igualmente una
inversion en la orientacion de la fermen-
tacion hacia la produccion de &cido
acético, que estuvo influenciada por el
bajo contenido de MS del pasto
(Catchpoole y Henzell, 1971).

La formacion de Acido butirico tuvo su
origen en la proliferaciéon de los clostri-
dios, que utilizaron el &acido lactico como
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fuente de energia. La produccion de este
acido en ensilajes tropicales también fue
encontrada por Aguilera (1975) y Gouet
(1979). Las proporciones de los acidos
grasos, confirman que la presencia de
los microorganismos homofermentativos,
heterofermentativos, levaduras y bacte-
rias clostridicas interactlan entre si para
producir este tipo de fermentacion.

La aparicién del N-NH;3 estuvo relacio-
nada con la actividad enzimatica vegetal
y bacteriana que favorecié la amonio-
génesis durante los 8 primeros dias,
resultados que son similares a los
obtenidos por Gouet y Fatianoff (1964);
mientras que el comportamiento posterior
del N-NH; est4d relacionado con la
presencia en el medio de los clostridios.

Los resultados de este trabajo sirven
para reafirmar lo planteado por Match-
poole y Henzell (1971) y por Luis y
Ramirez (1986) acerca de que los pastos
tropicales presentan una fermentacion
acética y no lactica durante la conserva-
cion, y que el bajo contenido de MS
favorece la proliferacion de los clostri-
dios, productores de acido butirico y de
amoniaco, que no se controlaron con la
acidez del medio.

Teniendo en cuenta estos resultados
es importante hacer una correcta selec-
cion del forraje a ensilar, elevando de ser
necesario el contenido de MS que es un
factor determinante en la fermentacion
de los ensilajes, asi como propiciar
fermentaciones adecuadas mediante la
utilizacion de aditivo bioldgico.
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