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Para estudiar la cinética de los principales microorganismos, asi como los diferentes
acidos grasos volatiles que se forman al ensilar pasto estrella jamaicano (Cynodon
nlemfuensis), se utilizé un forraje de 6 semanas de rebrote, fertilizado a razén de 60
kg/ha/corte. Como unidades experimentales se emplearon silos tipo Cullitson de 200 g de
capacidad, con tiempos de apertura: 2, 4, 6, 8, 10, 30, 60, 90 y 120 dias. Las
enterobacterias disminuyeron gradualmente hasta desaparecer a los 6 dias de
conservacion, mientras que las levaduras lo hicieron a los 10 dias, para incrementarse a
partir de este tiempo y mantenerse durante todo el periodo estudiado en concentraciones
mayores de 10°g de MS. El pH fluctu6 de acuerdo con el predominio de las
concentraciones de los acidos lactico y acético. Se concluye que las levaduras fueron las
responsables de la inestabilidad y de las altas concentraciones de acido acético
encontradas después de los 10 dias, en detrimento del &cido lactico originalmente

formado.
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El desarrollo de los microorganismos que participan en la fermentacion durante el
proceso de ensilaje esta influenciado por numerosos factores, entre los cuales podemos
citar: el tipo de pasto, las condiciones de fabricacién y el tipo de aditivo utilizado. En los
pastos tropicales este aspecto ha sido poco estudiado (Catchpoole y Henzel, 1971), por lo
gue el objetivo de este trabajo fue conocer el comportamiento de los diferentes grupos
microbianos que participan en el proceso y su relacion con los parametros bioquimicos
gue inciden sobre la calidad del material conservado.

Para la realizacion de esta experiencia se selecciond el pasto estrella jamaicano
(Cynodon nlemfuensis), por presentar buen establecimiento y rapido desarrollo, buena
produccion de MS (Pereira, Paretas y Ramos, 1982) y otras caracteristicas que han
avalado su extensién a las areas de produccion y la utilizacién de sus excedentes para la
fabricacién de ensilaje.

Con el estudio de la microflora presente en el material conservado sentamos las bases
para obtener ensilajes de mas alta calidad, y a la vez dirigimos nuestro trabajo hacia la
obtencién de cepas que utilizadas como aditivo biolégico, favorezcan una fermentacion

eficaz.

MATERIALES Y METODOS
Tratamiento y disefio. Se estudid la cinética de los 3 principales grupos de
microorganismos presentes en el material ensilado y su relacién con los parametros
bioquimicos; se utilizé el pasto estrella jamaicano (Cynodon nlemfuensis), con 6 semanas
de rebrote y fertilizacién de 60 kg N/ha/corte.
Se muestre6 la hierba fresca (ty) y los tiempos 2, 4, 6, 8, 10, 30, 60, 90 y 120 dias de
apertura del silo. Para cada dilucion fueron utlizadas 4 réplicas. El ensilaje fue

confeccionado en el mes de marzo de 1983.
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El material a ensilar fue cortado a mano a una altura de 10 cm, e introducido en bolsas
de polietileno no estériles. El troceado se realizé en una maquina troceadora estacionaria,
y se logro alcanzar fracciones de 2 cm aproximadamente.

En silos tipo Cullitson de 200 g de capacidad fue depositada la hierba y apisonada
posteriormente con mortero de mano para la extraccibn maxima del aire intersticial; un
tapén de goma horadado con su valvula Bunsen sirvié para cubrir la superficie externa del
ensilaje, y a la contratapa de metal sellada con parafina hermetizé los silos, que fueron
colocados en lugar oscuro, ventilado y seco hasta el momento de la apertura.

Para la realizacion de los analisis microbiolégicos, se confeccioné una solucién con 30
g del material fresco o ensilado y 270 ml de solucién salina al 0,9% estéril, macerada a
3 000 rpm.

Esta solucién representé la dilucion 10" y a partir de ella fueron confeccionadas las
siguientes hasta 10®. Cada dilucion fue replicada 2 veces, efectuandose 2 siembras con
cada una de ellas, lo que totalizé 4 mediciones. Un ml de la dilucion fue inoculado en cada
placa.

Métodos analiticos. El conteo de microorganismos viables se efectu6 en camara
contadora de colonias y se utiliz6 el método de dilucién y plaqueo (placa vertida)
postulado por Heydrich y Cruz (1978). Los medios de cultivo utilizados para realizar el
conteo fueron preparados a partir de sus componentes segun el Oxoid Manual (1976);
medio RBA (Red Bile Agar) para determinar bactecoliformes; medio BLA (Buffel Yeast
Agar) para aislar mohos y levaduras y medio MRA (Rogosa Agar) para aislar bacterias
lacticas.

El proceso de incubacion se realiz6 siguiendo este esquema:

Medio Temperatura (°C)  Tiempo de incubacion (hs)
RBA 35~37 24~28

BLA Ambiente 72

MRA 35~37 120

Loa parametros bioquimicos y bromatoldgicos estudiados fueron: la MS, determinada
en estufa a 70°C sin corregir las pérdidas; el pH, medido en potenciémetro con electrodo

de vidrio; acidos grasos volatiles individuales, por el método de Baule y Weissbach
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(1963); produccion de amoniaco por el método de microdifusion de Conway (1957) y el

nitrégeno total, por Kjeldahl, determinado en fresco (AOAC, 1960).

RESULTADOS

La MS promedio encontrada en los ensilajes fue de 32,17%, mientras que el contenido
de nitrogeno total resultd de 1,34%.

El comportamiento de los microorganismos estudiados en los ensilajes y su cinética se
muestra en la figura 1.

El grupo de las enterobacterias, que al inicio se encontraban en cantidades apreciables
(10°g MS), evolucioné de forma decreciente hasta desaparecer a los 6 dias de efectuado
el ensilaje.

El grupo de los mohos y levaduras, de una concentracion inicial mayor que 10*/MS
evolucion6 también decreciendo, pero solamente hasta los 10 dias en que alcanzé una
concentraciéon igual a 0, e inmediatamente se incrementd hasta alcanzar una
concentracion final mayor que 10°/g MS.

Por su parte, el grupo de los lactobacilos presenté un rapido ascenso después del
segundo dia de conservacién y alcanzé una concentraciéon mayor que 10%/g MS. Presentd
un méximo entre los 6 y 3 dias con concentraciones superiores a 10’/g MS, y se estabiliz6
a partir de este tiempo a una concentracion superior a 10°/g MS durante todo el periodo.

El acido lactico mostré un incremento durante los primeros 6 dias de conservacion,
para luego disminuir rapidamente a los 8 dias, elevarse a los 10 y volver a caer hasta el
tiempo 30; la fase de estabilizacion se logré entre los 90 y 120 dias. Mientras, el 4cido
acético tendi6 a incrementarse en la medida en que aumentaba el tiempo de

conservacion, a pesar de presentar 2 caidas a los 10 y 90 dias.
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Fig. 1. Cinética de los microorganismos estudiados en los ensilajes de pasto estrella jamaicano.
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Fig. 2. Evolucion de los principales acidos formados en los ensilajes de pasto estrella jamaicano.
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El acido butirico no fue detectado en ninguno de los tratamientos estudiados.

Las proporciones porcentuales de los acidos acético y lactico mostraron dos periodos
del curso de las fermentaciones bien definidos (fig. 3); donde el predominio fue del acido
lactico hasta los 10 dias. A partir de este tiempo de apertura encontramos un predominio
del acido acético a 30 y 120 dias, un equilibrio entre ambos a los 60 y un predominio del
acido lactico a los 90.

Estos resultados concuerdan con las fluctuaciones encontradas en el pH de los
ensilajes (fig. 4), en el cual después de un ligero incremento a los 4 dias se produjo un
brusco descenso.

En correspondencia con la cantidad de &cido lactico y acético, a partir de los 30 dias
ocurrid una nueva disminucién hasta los 90, momento a partir del cual se observo un
ligero ascenso hasta el final del periodo estudiado.

Al analizar la evolucién del N amoniacal de los ensilajes (fig. 5) se aprecié una rapida
amoniogénesis entre el segundo y cuarto dia, para ir decreciendo con igual intensidad
hasta los 10 dias. Se reinicié a los 20, para alcanzar a partir de este tiempo valores casi

estables. A los 120 se registré otro descenso.

DISCUSION

La composicidon quimica encontrada en los ensilajes de pasto estrella jamaicano se
consideré adecuada para que se produjera una buena fermentacion con ausencia de
microorganismos del grupo de los Clostridium, debido a que cuando los ensilajes tienen
33% de MS o0 mas no deben presentarse fermentaciones atribuibles a este tipo indeseable
de bacterias (Demarquilly, 1973). Igualmente, el contenido de Nt se consideré aceptable
para nuestros pastos (Caceres, Esperance y Echevarria, 1983).

En la flora epifitica se encontraron representados los tres principales grupos de
microorganismos presentes en el forraje verde, y aunque en este estudio no se incluyeron

los Clostridium, estos no lograron proliferar.
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Fig. 3. Evolucion de los principales acidos formados en los ensilajes de pasto estrella jamaicano.
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Fig. 4. pH de los ensilajes de pasto estrella jamaicano.
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Fig. 5. Evolucién del N-NH en los ensilajes de pasto estrella jamaicano.
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La evolucion descendente de las enterobacterias concuerda con lo reportado por
Barnett (1954) y Gouet, Girardeau y Riou (1979), los cuales atribuyeron el
comportamiento a que este tipo de bacteria se ve inhibido cuando el pH desciende por
debajo de 4,5. Ello coincide con lo encontrado en esta experimental en la cual a los 6 dias
se habia alcanzado dicho valor y no se detectd la presencia de enterobacterias viables.
Estos microorganismos se caracterizan por su habilidad para desaminar y descarboxilar
los aminoacidos (Devuyst y Vanbelle, 1964), lo que se puede relacionar con los
incrementos de NH3 encontrados en los primeros dias de conservado el material.

Aungue el medio BLA utilizado es capaz de mostrar tanto el desarrollo de los mohos
como de las levaduras, los primeros no se detectaron visualmente en los ensilajes, por lo
gue las colonias contadas pertenecian en su totalidad al grupo de las levaduras.

Segun Beck (1978) existen dos tipos de levaduras que permanecen en el ensilaje: un
grupo proveniente del suelo, que utiliza preferentemente los azlcares para su desarrollo,
y otro grupo que aparece sobre la planta y utiliza los lactatos como fuente de energia.
Ademas, McDonald (1980) plante6é que las levaduras pueden usar como fuente de
nitrégeno no sélo compuestos organicos o inorgénicos, sino también iones amonio.

Estos resultados sugieren que durante la fase descendente de las levaduras, en los
primeros dias de la fermentacion, predominan las del suelo, que utilizan los carbohidratos
solubles presentes en la planta y el amoniaco que se produjo por la actividad enzimatica
de las mismas y de las enterobacterias. Luego, a partir de los 10 dias de la nueva fase de
desarrollo, predominan las levaduras, que utilizan el lactato como fuente de energia y los
aminoacidos de la plantas, lo cual explicaria a su vez el incremento inicial de amoniaco
hasta el cuarto dia, su disminucién hasta los 10 y su posterior incremento hasta los 30.

El acelerado desarrollo de las bacterias lacticas con su maxima concentracién a los 6

dias y su posterior estabilizacion, coinciden con lo reportado por Pedersen, Olsen y
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Guttormsen (1973) y Gouet et al. (1979). No se encontraron disminuciones iniciales de
este tipo de bacterias, como ha sido reportado por Celanie (1982).

La evolucion bioguimica de los acidos acético y lactico hace pensar en una
confirmacion de la hipotesis originalmente planteada, ya que después de un inicio de
fermentaciones predominantemente lacticas con produccién minima de acido acético,
atribuibles en primera instancia a la presencia de bacterias heterolacticas y en forma
secundaria a las enterobacterias y levaduras, se observé que a partir del décimo dia los
lactatos ya formados comenzaron a disminuir, para incrementarse la concentracion de
acido acético, lo cual se correspondié con un incremento del pH en concordancia con la
menor acidez que induce este acido en relacién con el lactico (Brewtter, 1966).

Esta elevacién del pH favorecié un nuevo desarrollo de las bacterias lacticas, volviendo
a predominar a los 90 dias, y se correspondié con una nueva disminucién en el pH. Sin
embargo, no podemos considerar que se haya logrado una estabilidad final de estos
ensilajes, ya que a los 120 dias encontramos un nuevo predominio del 4cido acético sobre
el acido lactico, lo cual se reflejé en un incremerto del pH.

Analizando lo hasta aqui expuesto, podemos concluir que para el pasto estrella
jamaicano el acido predominante al final del periodo estudiado fue el acido acético, y que
después de los 30 dias hay un cambio en la orientacibn de las fermentaciones,
coincidiendo este comportamiento con lo reportado por Aguilera (1975), aunque en
nuestro caso no se incorporaron fermentaciones butiricas. A la luz de los estudios
microbiolégicos realizados, la presencia de grandes concentraciones de acido acético
esta relacionada con la actividad metabdlica de las levaduras, las cuales se encuentran
en cantidades similares a las bacterias lacticas, existiendo una competencia entre ambos

grupos de microorganismos.
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El comportamiento irregular en el predominio de uno u otro acido provocé el aumento
de la inestabilidad del ensilaje, como reflejo de la actividad microbiana que se desarrollo
durante la conservacion.

En estudios posteriores se determinara si los resultados aqui expuestos constituyen
una caracteristica particular del pasto estrella jamaicano o si, por el contrario, pueden

extenderse de forma general al resto de los pastos de nuestro pais.

SUMMARY
A forage of six weeks of regrowth and 60 kg N/ha/cut were used in order to study the
kinetics of the main micro-organism as well as the individual volatile grasses acids which
are formed during the conservation of estrella jamaicano grass (Cynodon nlemfuensis).
Cullitson's silo of 200 g of capacity with opening time of 0, 2, 4, 6, 8, 10, 30, 60, 90 and
120 days were used as experimental unit. The enterobactereas went down gradually up to
disappear when six days of conservation, and the yeasts at 10 days. From this time on
they increased and remained in concentrations higher than 10°/g of DM during all the
studied period pH fluctuated according to the predominance of lactic and acetic acid
concentrations. It was concluded that yeasts were the responsible for instability and high
acetic acid concentrations found after 10 days, in detriment of the lactic acid originally

formed.
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