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INTRODUCCION

La gran extensién que como cultivo forrajero tiene la alfalfa en
todo el mundo. y la especial importancia que reviste en nuestro pais, ha
despertado un indudable interés en estudiar el modo de evitar las enormes
pérdidas que se producen en csta planta cuando es preciso conservarla
por medio del tradicional sistema de henificacién,

Enire los procedimientos propuestos ocupa, evidentemente, un
destacado interés, la desecacién artificial de la alfalfa joven, pero no
menor importancia reviste el ensilado de esta forrajera. Si lo que se
quiere oblener es un buen concentrado, con la conservacién al méximo
de los elementos nutritivos de la planta, es indudable que la desecacién
artificial es el medio o recurso de eleccign. Por el contrarie, si lo que
se necesita es un forraje en estado verde, con escasas pérdidas en prin.
cipios nutritivos y de bajo coste, en ese caso el ensilado pucde cumplir
los mejores servicios.
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Do tados son conocidas, sin embargo, las grandes dificultades que
encierra el ensilado de leguminosas, Por condiciones derivadas de su
eslruclura y composicidn, presentan inconvenientes para ser conserva.
das por los procedimientos de ensilado basados en fermenlacién natu-
ral y esto ha hecho que su conservacién esté vinculada, de una manera
especial, al empleo de conservadores, De aqui el inlerés que en estos
aiios ha despertado el estudio de las caracteristicas de estos conserva-
dores y su idoneidad para cumplir los especificos fines que con ellos
se persigue al incluirlos en la masa de forraje al ensilar,

Resulta imposible, por su extensién, estudiar de una manera com-
Pleta y exhnustiva, la evolucién seguida por los métodos de ensilado,
las técnicas de ensilar ¥ los tipos de silos; por ello nos vemos forzados
a limitar ¢l estudio de esta evolucién histérica a los sucesos que se cen-
tran en la adicién de sustancias al silo, ya que hacia este especifico pro-
blema va dirigide nuestro estudio,

La bibliografia italiana atribuye al profesor GiLioLr {29) el
heber vislumbrado en 1885 las ventajas de los dcidos minerales, Este
hecho que ponen en duda muchos investigadores nos parece verosimil,
Ya que, viviendo en pleno ardor la época pasteriana, se le ocurriera
provocar la inhibicién de esta fermentacién con el uso de dcidos mi-
nerales. Wartson (87) dice que fue MONTARINI, en 1801, e] primero que
utilizé el 4cido clorhidrico con el mismo fin, Trabajos que sirvieron a
VIRTANEN para razonar cientificamente su métedo, podrian ser los de
Remm y WEISKE en 1914 (67) ¥ los de PereRrson y Frep en 1921 (62 )
que iniciaron el conocimiento de Ia bacteriologia del silo. Epix y
SANBERG (26) comprobaron la calidad de algunas cosechas ensiladas de-
terminando ¢! pH y coligieron de sus experimentos que este dato esti
intimamente vinculado a la calidad del producto. WoobMaN v col. 1926
(83) analizaron el valor nutritive del forraje y anotaron Ilas ventajas
de ensilar coscchas jévenes, Estos pudieron ser los postulados que mo-
vieron a VIRTANEN a investigar la aplicacién de dcidos minerales a la
conservacion de los forrajes en estado verde. El sistemg A. L V. se apoya
en el efecto que estos dcidos tienen, al hacer descender el pH. sobre la
fermentacién lictica, aunque se trate de cosechas de leguminosas muy
jévenes. Su demostracién aclaré que Ia conservacién de los forrajes en
estado verde podia ser una fermentacién dirigida,

Entendiendo el ensilado con un criterio cientifico, se inician pro-
fundos trabajos sobre los distintos problemas que plantean sus aspectos
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quimicos y microbiolégicos. Warson, (87) resume en una monografin
los avances obtenidos hastn 1949 en In quimica del ensilado, y tiene
otros trabajos de gran interés sobre las fermentaciones del silo {84,85);
ALLEN y sus colaboradores (2) prueban el efecto de aditivos y cultivos
bacterianos en el ensilado; CunNIGHAN y los suyos en 1940, (20,21) es.
tudian la microflora de los ensilados A, 1. V,

MApBIT (48) continué investigando en torno a la idea suscitada
por TRAUTWEIN en 1928 de estudiar independientemente Ia actuacion de
los enzimas vegetales y bacteriapos. Inspirindose en la caja de REYNNER
para la cria de animales en ambiente exento de gérmenes, cultiva alfalfa
que cosecha y ensila asépticamente, y lega a comprobar que las bases
voldtiles tienen origen en enzimas vegetales ya que estdn presentes cn
cantidades similares en ensilados realizados sin precauciones aséplicas
tan extremadas, KEMBLE (40) no estd de acuerdo y lo atribuye a una
accion enzimética microbiana, '

Murboctt y BarcH y col, (52,7} estudiaron el efecto del troceado
de los forrajes sobre la calidad del producto final ensilade, asi como
también lo hicieron Warson y Nasm, (60,88) y Gorpon {34), estando
de acuerdo todos en destacar que la desecacién parcial previa (parcial
wilting) da una mayor seguridad al ensilado de forrajes estacionales en
algunos componentes de los forrajes Y su repercusion en el ensilade es
presentada por SwiTH, (74). Revisiones de aspectos quimicos y micre-
biolégicas son las publicaciones de VANBELLE (80) y ANTOINE (3).

La determinacién de 4cidos orgénicos, (lictico, acético, butirico, -
stcétera) y azticares solubles, como aspectos importantes de esta fer
mentacion, ha sido estudiado por varios investigadores. (65,89,90),

Dirks (24) en 1952, propuso el empleo del Acido {érmico, pro-
ducto que favorece la conservacién del forraje por la enorme disocia-
cién del ién H- y por su potente poder bactericida. Los daneses lo
han comparado con el A. I. V. y JARL (38), en sus dltimos experimen-
tos alimentando vacas con ensilados A, 1. V. y de dcido férmico comu-
nica que la produccién de leche fue virtualmente idéntica. El acido fos-
férico no ha tenido tanto éxito,

Los dos aparecieron en combinaciones con otros productos. Los
derivados del dcido f6rmico en forma de formiato de caleio y con el ni-
trato sédico dieron resultados muy discutidos; HaussMann, lo presentn
como buen conservador y lo mismo BreIRex (11). Por el contrario PETER-
SON, BURRis y col. (62) en pruebas repetidas para detectar la presencia de
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NO, en los ensilados, por los trasternos que ocasiona a los animales, ol-
servaron que cupndo el nitralo sédico erg el conservadar, la cantidad
aumentaba hasta diez veces en relacion con lestigos con otros conser-
vadores,

El dcido glicélico fue empleado por MurbocH y col. (53,54) in-
tentando aprevechar su gran poder reductor, Hay en el comercio un
derivado suyo, e acetato-halogenado de glicol, cuya primera noticia Ia
encontramos en MurpocH (54) quien advierte que este compuesto ha
tomado el nombre comercial “Sovilon”,

Kropr y Skaces, (42,72) en la Estacién Agricola de Pennsylva.
nia comenzaron a manejar cl 50, como conservador de los forrajes, el
resullado fue magnifico y pronto se generalizé su uso en los demds
Estados. Durour y col. (23) le proponen como un excelente conserva-
dor para las leguminosas con alto contenido en humedad,

Pero el conservador mas extendido en Ig prictica en los Estados
Unidos es el metabisulfito sédico, al que ha dedicado también una gran
atencién la bibliografia francesa (3,8) e inglesa (54), Los primeros que
lo estudiaron fueron BrarzLer, CowaN y SwIFF en los Estades Unidos
19,10) Goroox y col. (31) y Murbocn y col. (56) en Inglaterra,

La gran ansiedad por buscar la forma de conservacién idea] es
tal que GrossBarp ha llegado a probar la esterilizacién de la masa en-
silada eon radiaciones (35).

Si el ensilado es fundamentalmente una fermentacién lictica, no
podia pasar desapercibido el empleo de fermentos licticos para dirigir
en este sentido el proceso. El examen de los forrajes verdes ha demos-
trado que no siempre ¢l néimerg y calidad de gérmenes licticos, —junto
con la flora de acompaiiamiento— resulta suficiente para que pueda
realizarse una actividad ldctica dominante en el sentir de ANNA STIRLING
(71), KrouvLik Burxy y col. (44,45}, ALLEN y col, (1).

El interés del ensilado ha desbordado su aplicacién exclusiva a
la conservacién de forrajes, en la actualidad olros productos destinados
también a la alimentacion del ganado tales como los deshechos de las
indusirias de pescado, también se ensilan (36).

FACTORES QUE CONDICIONAN LA FERMENTACION LACTICA

La instauracién de una fermentacién ldctica en el forraje ensi.
lade estd subordinada a una serie de factores entre los que podemos
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citar: temperalurn, exclusién del airve, presencin de materiales hidrocar.
bonades y pH, -

La temperatura esld intimamente ligada con la presencia de aire
en el silo. Una enérgica compresién durante el llenado y un sobrepeso
que mantenga la masa compacta son fundamentales para obtener un
ensilado {rio, entre 15-20° C. Arnaunt (5) estudié la intensidad de cres
cimiento del Lactobacillus plantarum en relacién con los responsables
de fermentaciones nocivas tales como Clostridium butyricum y Bacillus
putrefaciens, ¢cn [uncién de la temperatura. A 14-16° C. Lact. plantarum
se multiplicaba intensamente mientras que los otros dos permanceian
estacionades. El ligero marchitamiento mencionado anteriormento
(88.60,80,3) exige cl trocear los forrajes para evitar la formacién de
bolsas de aire, con ellus se favorece también la fermentacién laclica nl
facilitar, con la salida de los jugos, los nulrientes indispensables para
el metabolismo de esta microflora {(Nasu, 59; MurpocH y Bawvc,
5178, elc.) Ademis durante la desecacion aumentan los aziicares so-
lubles por hidrélisis de los complejos que forman las paredes de las
células vegetales (57).

Ll empleo de sustancias hidrocarbonadas como condicionadores en
el ensilado de leguminosas, es sélo parcialmente iitil. Las mds usadas
han sido las melazas, desde 10 a 30 kilos por lonelada de forrajes di.
luidas en agua en la proporcién de 2: 1, harinz de cereales, suero de
leche. ete. El maiz y la cebada mejoran la calidad de los forrajes que
¢¢ cnsilan con un exceso de humedad (34), El 4cido lactico formado cn
la fermentacién de los azdcares es un auténtico conservador del silo y
loz niveles que aleanza estdn estrechamente relacionadas con el pH (71).

ARCHIBARD y col. reuniendo resultados de ensayos realizados
desde 1937 a 1953 consideran el pH como uno de los datos mis estina-
bles para valorar el ensilado (4), y afiaden que las leguminosas dan
cifras mas allas, sin que por ello el producio tenga menos valor nutri-
liva: con ellos coinciden los resultados de Murpoch (53); BAKER y
VOLKER (6) y también los nuestros.

Si el acido ldctico procede de la fermentacién de los aziicares
cuando los conservadores tengan una misién distinta que la de hacer
descender ¢l pH, hay que acompafiar las leguminosas de hidrates de
carbonto, a menos que la cosecha sea troccada, y ligeramente desecadn
Brow~ y Sath (12) han estudiade detenidamente el efecto de las melz-
zas afiadidas al sile,
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En la primera fase del ensilado el proceso mis nolorio es la res-
piracién celular; inmediatamente después se inicia el desarrollo de las
bacterias que acompafian al forraje. La flora de las plantas verdes. segitn
KrouLik (44,45), estd representada por lactobacilos, coliformes, espo-
rulados, cocos diversos, levaduras, actinomices, hongos, ete. Si el con-
tenido cn humedad del forraje, llega 2 un 67 y 70 por 100 repercute
sobre los ldcticos posilivamente, lo contrario sucede a la butirica segin
comunican diversos autores (4,59,60}. ,

Todos los conservadores, aunque actien por diferentes caminos,
tienden o implantar una fermentacién, en la que los protagonistas prin-
cipales sean los lacticos, y a la inhibicién de las fermentaciones nocivas.
Entre las fermentaciones indeseables la putrefaccion y la butirica son
las méas imporiantes por afectar a loda la masa del silo cuando se des-
arrollan., La actividad de hongos y levaduras, por sus exigencias en
oxigeno, quedan circunseritas a las capas superficiales evitdndase facil-
mente si el silo sc cubre y cierra adecuadamente. El Cl saccharobuty-
ricum, de actuar lo hace cuando la fermentacién lictica no ha tenido
lugar y si ésta apareci6 el agente es el Cl. Tirobutyriricum Fermentador
de lactatos (69,70,4,13).

Es pues evidente que la produccién de un buen ensilado, con el
minimo de pérdidas, baja proteolisis y ausencia, o sélo pequeiiisimas
cantidades de 4cido butirico, depende de la formacion de una acidez
suficiente que impida, en posteriores estadios, la actividad de las bac-
terias proteoliticas y anaerobias obligades.

La acidez del medio era creada, y limitada, en los forrajes ensi.
lados, con el empleo de dcidos minerales u orgénicos, Sin embargo el
propio VIRTANEN en su conferencia sobre Conservacién de forrajes, leida
¢n el Instituto Nacional de Investigaciones Agronémicas (81} decia: “El
futuro nos demostrard si el método dec fermentacién es susceptible de
ser perfeccionado hasta garantizar la conservacion del forraje sin re-
currir a la adicién de acidos.” En cl decenio 1950-60 una ingente can-
tidad de trabajos da continuidad a las pruebas que con el SO, comen-
zaron Knopt y col. (42,43.25) a los que siguieron los trabajos de
BrATZLER y col. {9,10,31) con el metabisulfito sédico, que dan contes.
tacién a la pregunta de VIRTANEN.

Es pues evidente que estamos ante una nueva etapa en la que el
uso de conservadores, solos o asociados a hidrocarbonados e inéculos
Jicticos, va a ser la norma. Entre los primeros destacan por su interés,
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como lo demuestran las pruebus ya realizadns, el melabisullito y ol
acelato halogenado de glicol, por eso nos hemos propueslo estudiar el
comportamiento de éstos, solos, o con el auyxilio de los coandyuvanles
(hidrocarbonados, inédculos, troceado, elc.) en un forraje tan universal
v por olra parte tan dificil de ensilar como es la alfalfa.

Metabisulfito sédico (Na, S, Og). Los trabajos de BRATZLER Yy
Cowax (9,10) son los primeros en presentar el metabisulfito como un
conservador en los procesos del ensilado. Pretenden utilizar, con mig
ventajas, el efecto del 50, (25,42,72) a partir de un producto sblido y
de mas facil aplicacion.

Browx (12) y Murnoch (54,55) y Mc Puenson y col, (50) dicen
que origina una esterilizacién parcial de la masa, dando un ensilado
cun Dhajo conlenido en hases volatiles y dcido butirico y en cambio cilras
de acido lictico muy cstimables, '

Nuestros resultados demuestran también que las concentraciones
habitualmente usadas inhiben las fermentaciones protecliticas y butiri-
cas respetando la lactica, aungue sin alcanzar esta proporciones tnn
desmesuradas como en su ausencia, Con este producto también se ha
comprohado que mejora sus efectos si los forrajes son lizeramente dese-
cados previamente a diferencia del SO, (66) que va mejor con forrajes
de alto contenido en humedad. STaLLcur (75), que lo probé comparin-
dolo con forrajes muy himedes lo califica de buen conservador.

La uniforme distribucién en toda la masa es esencial, si se tra-
baja en gran escala pueden servir con este objeto maquinas espolvorea-
doras de otros usos agricolas, En solucién acuosa pierde efectividad.
Como dijimos mds atrds el metabisulfito sédico es un cuerpo sélido
que actia al dejar en libertad el jon SO, pederoso agente reductor y
también actiia provocando una ligera acidificacién pues el 50,, con
la humedad del forraje puede formar acido sulfuroso (SO,I}. Pero
su aceién fundamental radica en que el ion SO, es capaz de usar
orandes voliimenes de O, deteniendo la respiracién zercbia (estric-
tamente aerobin) y la actuacién de los enzimas microbianes y vegela-
les. Se crea un estado de semianaerobiosis ideal para la proliferacién
de la microflora lictica. En estas condiciones el forraje conserva un
color v olor que recuerdan al forraje fresco, sufriendo muy pocas
pérdidas,

Las veniajas del metabisulfito sédico frente al SO, empleado
por KxooT y col, (25,42,71) puede resumirse asi: a) mds facil aplica-
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cién; b) distribucion mds uniforme, c) pocos riesgos en su empleo
| flJ bajos costes. El que dijéramos que una desccacién parcial no le pcl:
judica en su actuacién a diferencia del SO, no quiere decir que ello sea
obligado, pues también en forrajes con alto contenido en humedad ‘su
cmpleo ha sido positive. Se viene agregando en la cantidad de 4-3 ki
los por Tmw. noasotres lo probamos en la proporcisn de 4-6 kilos por
tonzlada de [orraje cnsilado, ‘

Acetato-halogenado de glicol.—Los trabajos llevados a caho
con este producto son muchisimo mis escasos. Es menos conacido v
MurpocH (54) en 1956 dice que no tiene referencias cxperil‘ncnlale;
de su uso. No describe tampoco su mecanismo de accion, .

Estz producto determina una esterilizacién parcial de Ia masa
respetando los gérmenes licticos y permitiendo asi que inicien su fer.
mentacién. Estos, al atacar a los carbohidratos, producen acide lictico
cuya acidez es mejor mantenida al incorporar el conservador que difi-
culta el posible advenimiento de la fermentacién proleolitica y hulirica
cuyo pH de actuacién esti comprendido entre 6-7, Este producto se en-
cuentra ya en cl comercio. Se utiliza generalmente de 100-130 gramos
por tonelada de forraje, diluidos en 45 litros de agua.

Inéeulos licticos.—ALLEN, y col. (2) ha ensilado con el auxilio
de inéculos lacticos y aditivos hidrocarhonados, suero de leche. harina
de cebada, etc. -

STIRLING, (76,77} ha contribuido mucho en este aspecto, asi
como KROULIK y col. (44,45) y Mc PuErson (50); este altimo .C()n‘l-
probd el efecto del metabisulfito combinade con indculos lécticos
(0,2. gr. para 50 gramos de forraje y un inéeulo lactico) y observa que
el inéeulo usade sin metabisulfito ofrecia un forraje de color mas
amarillo y con mayorzs pérdidas.

Nosotros estudiamos el efccto del metabisulfito sédico y el
acetato-halogenado de glicol sobre los ingculos licticos, .

PARTE EXPERIMENTAL
PLAN DE TRABAJOQ

Por no existir trabajos experimentales en nuestro pais, relacio-
nados con el uso del metabisulfito sédico v acetato-halogenado de glicol,

’
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tan amplinmente extendidos en olros puiscs, ni tampoce estudios que
traten de las ventajas que se siguen al cnsilar forrajes marchilos y tro-
ceados, pretendemos investigar el resultado de ensilar allalfa, nuestra
forrajera por cxcelencia y de dificil conservacién, con el empleo de
estos conservadores y lratamienlos previos. Algo todavia no aclarado
en relacidn con el ensilado es la posible ventaja de incorporar un
inéculo ldctico que asegure la fermentacion deseada y eslo s impor-
tante pues el ensilado es, en gran medida, una fermenlacién lactica.

Combinando conservadores, indculos ldcticos, melazas y Lrata.
mientos previos del forraje, proyectamos ires series de experimentos
con cinco variantes a escala de laboratorio (fotografias 1, 2, 3), En
una prucba incluimos el método A. I. V. como variante, con ¢l objelo
de contrastar la desmineralizacién que sufren los forrajes ensilados
por este sistema {rente a otros conservadores,

s T
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Fig. 1

Aspeeto et forraje ensilado transcurrido e} periodo de conservacién.

La duracién de cada prucba es de cualro semanas, fecha a
partir de la cual en ¢l silo ha ocurrido todo lo que tenia que pasar
en el forraje para mantenerse en buen o mal estado de conservacion.
Esle tiempo se considera suficiente en ¢l decir de loda la bibliogralia

consultada.
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laboraterio (61,69): calderas de hiorro gulvanizado, lubos do avenne
miento, recipientes de vidrio, ele.; y encontramos umno, Se lrala de,
campanas de vidrio de las usndas para microcopios; sus dimensioncs
vienen a reunir las condiciones necesarins de un silo verlical en cunnto
a la relacién anchura-altura 1:2,5.1:3 acercandose mis bien a la
sezunda, su capacidad de 9-10 kilos de forraje es apropiada para esti-
mar como validos los resultados, El microsilo que empleamos tiene
20 x 56 cm. capaz para 10 kilos de forraje, cantidad un poco menor a
la teérica para ese mismo volumen en un gran silo (700 a 1.000 kg.
por m‘), ello obliga a valernos de sobrepeso para conseguir la exclu-

cion del aire.

?ﬁ’ﬁ%g

A PTS i
Arrteedig

Fig. 2

Forrns -
roje ru el Inboraterio dispesio pnrn cargar los microsiles

Oll‘() o, inedi 0 a nuestra info macilon on (3] d
mina | a‘s-pecl y Inedit nuestra infor i0 s C sistio en detey-
nina 4 accion baclerlosléllca del melabisulfito Y acetalo-halo"elmdo

£=1

de glicol, ante wé Acti iel
, cd'f » ante gérmenes licticos en condiciones de medios de cultivo
¥ a dierentes concentraciones.

MATERIAL Y TECNICAS

I:Slﬂs Hh uebﬂs
l lu\ 1cron [ugal' en el lﬂboralollo Ulllldﬂlldo pa]a
ell() un tlp() espccla] de ]1110105'10.

Fig. &
Baterin de microsilos utvirados e enda uno de los experimentos.

L -4 * " 1 ‘
s v a eleccién ‘del microsilo fue nuestro primer problema, Proba-
s primero uno diseiiado por KinnEDY (41) el cual desechariamos des
ues por r i i .
15 por resultar .ct.)mphcaclo, poco elicaz, y de laboriosa construccién,
us autores lo utilizaron para estudiar el e

jequetias m j sigui
peq uestras de forraje consiguiendo

U'n aspecto imporlante es alcanzar la compacidad necesaria para
excluir el aire de la masa ensilada, Cuando se trata de recipientes muy
pequeiios, como son los empleados en estudios bacteriolégicos, tubos

feeto de la presion sobre

valores en éstis andlos
o comparables a las d ; . alogos | .. .
e extouns o e los grandes silos, Tales presiones, nos parecen | de ensayos para 50 gramos de muestra, (70) la presién sz consigue
N¢eso artiiciosas para equipararlas a las que se producen en silos facilmente.

PERKINS y PraT (61) estudian las sobrepresiones en microsilos

v concluyen, coincidiendo con otros autores, que cada silo y lorraje
i = crea unas condicione ue la tnica presién exigida es aquella capaz
bajos de pequefia cscala en el a uaas condiclones, y que ! sida €5 aq APt
de expulsar el aire totalmente de la masa forrajera ensilada, opinién

o . ..
a gran escala, es decir, en condiciones naturales El

Desech ici
- fll‘.?o este.r.nodelo hicimos pruebas con distintos tipos de
recipientes cldsicos utilizados para tra
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que compartimos nosotros. BueLen (14) hace el vacio en silos vertica.
les consiguiendo resultados favorables, En la primera prucba nosotros
colacamos 10 kg, de sebrepeso y 20 en las siguientes. La presién se
daba con bolsas de arena situadas sobre un disco de madera que se
utilizaba para cubrir el silo, Los 20 kg, dieron resultados mis satis-
factorios lo cual se podia apreciar por el mcjor estado de la capa
superficial.

La alfalfa en cada prueba procedia de diferentes periodos de
desarrollo, iniciacién de los holones florales, comienzo de floracign
Y corle otofial. En los tres experimentos se dejé expuesta al sol de 4-5
horas, lo cual representaha una humedad de 69-70 por ciento en el
momento de llevarla al silo, En las dos primeras pruebas se ensilé en-
tera ¥ en la tercera troceads,

Los conservadores clegidos fueron el metabisulfito sédico v el
acetalo-halogenado de glicol, E} primero tiene un prestigio ganado en
el terreno préctico y experimental, razén por la cual nos interesa pro-
barle en Espafia, de donde no tenemos moticias de su uso. Fl acetalo-ha-
logenado de glicol, es un producio ya comercializado pero con muy pocos
antecedentes criticos de valor sobre su empleo.

Los inéculos licticos, integrados por los gérmenes anteriormente
citados, son otra de Ins varianies,

Como acondicionador hidrocarbonado, ensayamos las melazas;
este aditivo se ha ulilizado a dosis muy variables, Lo que si es normal
es diluirle en la proporcién de dos partes de melazas en una de agua.
Nosotros utilizamos 12,5 kilogramos por Tm, de {orraje, es decir, 125
gramos para los diez kilos de alfalfa disuellos en 50 c. c. de agua,

TECNICAS

En cada una de las pruebas se tomaron muestras en el mismo mo-
mento de llegar el forraje al laboratorio para determinar el contenido
de humedad, pH y icido lctico; otra porcién se desecaba al calor de
una limpara de infrarrojos (sin pasar de 70°) y molida en un “turmix™
se conservaba en un frasco de cierre hermético para sobre ella deter-
minar: cenizas, proteina bruta, fibra bruta, extracto etéreo, calcio. 14s-
foro y magnesio.
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Al abrir los silos, después del perfodo de conservacién, se co-
menzaba haciendo una valoracién del producto por sus caracleres or-
ganolépticos, datos muy significatives y de fun't!nmcnl.al importancia pmﬂl
apreciar la calidad del ensilado. A continuacién detallamos el standard
internacional aceptado para este criterio.

COLOR excelente: verde natural o ligeramente amarillo,

Aceptable; Verde escuro, moreno o muy amarillo.

Indeseable: verde negro, muy moreno (indicando sobrecalenta-
mienlo o pulrefaccin), blanco grisaceo (exceso de mohos).

OLOR excelente: Olor agradable, sin apreciar olores butiricos o
de putrefaccién,

Aceptable: No tan limpio de olores anormales, algzo moliwso o
quemado.
Indeseable: Olor putride, butirico 0 mehoso.

SAPIDEZ O APETICIBILIDAD: Sc aprecia ofreciendo algunas
muestras a animales que aceptaban los buenos y necesitaban
acostumbrarse a los de mediana calidad. (16, 17, 18, 65).

En algunos paises con el fin de estimular a los ngriculto.res se
organizan concursos, Cada parlicipante presenta un silo y un jurado
de técnicos califica con estos médulos ajustados a una puntuacién (23).

La “Deustche Landwirlschf Gasellachaf DIG” ha desarrollado
recientemente un sistema para delerminar la calidad de los ensilados ba-
sado en la apreciacion del olor, de la textura y del color (30).

Las determinaciones fueron hechas siguiendo las téenicas si-
guientes:
© o

Sustancig seca: Se determind desecando en eslufa a 103.105° C.
hasta peso constante, i

Proteina bruta: (N x 6,25) Se siguié la técnica de Kirnpavm,
utilizando selenio como calalizador. .

Fibra bruta: Métodos de WEENDE con las particularidades de
la 1écnica descrita por GaLvez (28). .

Extracto etéreo: Extraccién con el aparato de Soxhlet, mediante
éter sulfirico 65°

Cenizas: Incineracién hasta combuslién total en mechero de
gas primero, y en horno de mulfla, después.

Materias extractivas libres de nitrogeno: Se oblienen por diferen-
cia deduciendo de la materia seca las anteriores delerminaciones.
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Cleio: Bl precipnado de oxalato cileico oblenido por medio (o
oxalate aménico, se valoraba por delerminacién permanganimétrien,

Fésforo: La técnica seguida por LEPER (46) por precipitacién
con molibdale aménice,

Magnesio: La técnica descrita por Kovruorr ¥ SANDELL (43).

Acido lictico: La 1éenica de Frieoyan y Grarzer (27) de oxida-
cién de deido lactico para liberar el acetaldehido y modificada por
Satrth, 173, E) aparato especial que se requiere para su ejecucién se
construyéd ex profeso.

pf: Utilizamos un polenciémelro Brckman de electrodos de
vidrio,

Este conjunto de 1écnicas son consideradas suficienles parg va-
lorar y estudiar ¢l ensilado segtin los participantes en la segunda confe.
rencia de ensilado celebrada en Beltsville durante ¢ mes de marzo
de 1959 (79),

El material v téenicas de aue nos servimos para ol estudio del
poder bacteriostilico “del metabisulfito sédico y acelato-halogenado de
glicol frente a Jos gérmenes lacticos, asi como el proceder seguido con
las muestras de forraje ensilado destinadas a determinacién directa de

su [flora microbiana serdn descritos con detalle en e capitulo corres-
pondienie,

PRIMER EXPERIMENTO

Duracion: 30 dins.

La alfalfa fue segada cuando se iniciaba la aparicién de los boto-
nes florales, La siega tuvo lugar a las diez de la mafiana y se dejé ex-
puesta al sol durante cuatro horas, Transportada al laboratorio se deter.
minaren inmediatamente hunedad ¥ pH. Se necesitaron nueve kilos de
forraje sin fragmentar para cada microsile. La compacidad necesaria en
cada uno se dié a mano, procurando el maximo apelmazamiento, Bolsas
de arena con 10 kilos sirvieron de sobrepeso. desapareciendo con ellas un
ligero calentamiento que se injciaba en la parte superior del microsilo;
la temperatura se midié a avés del orificio de drenaje en algunas fases
de Ia prucha y en ninguna excedié los 22° C, En ung baleria de 5 micro-
silos se utilizaron los siguientes tralamientos:
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Sito N.* 1, Llenado: 27.V1I1.59,

Conservador: Método A, L, V, con CII 2N si;‘;uiend.o ¢l proceder
de la Estacién Experimental de Praticullura de LO(l.l (Ttalia) .(78) para
el calculo de la canlidad nccesaria de dcido, Consisle en lrllurn‘r III'II.I
porcién el forraje que se pretende ensilar y se recoge con .SlfS J]ugos,
parles alicuotas de este triturado son puestas en vasos de l)l'e(:ll).lln{ o con
agua destilada para facilitar una mezcla llomogenen: Estas !'fzclhcn clnln-
tidades distinlas del CIH 2N que oscilan en un nimero fijo c.e, des.

Fig 4

. —
Microsile roto durante uto de los experimenm

pués de 24 horas en maceracién se determina ol pH en cada mlucslul.
s -
Los c.c. del CIH 2N y los valores de pH que a cada uno de ellos li(
rresponde se llevan a un sistema de coordenadas disponiendo en las
. . A 1 aque
abscisas las cantidades del dcido afadidas y en las ordenadas lel pH qlll
aficos corr ienles con una linea recta
dieron. Se unen los puntos grificos correspondier
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y por ella podemos delerminar ¢l nfmero de ¢, c. de deido necesario
pura conseguir el pH que deseames, En nuestro easo, para obtener un
pH 3,5 necesitamos 30 c.c. CIH 2N por kilogramo de forraje. Se dis-
wibuyé por toda la masa pero agregando mayor cantidad de acido en
ln porcion superior, como se hace normalmente en la prictica para evi-
tar el aciimulo excesivo de liquido conservador en las capas inferiores.

Abierta: 27-V111-59: Al descubrir ¢l silo la capa de forraje inme-
diata a la cubierta tenia un veteado mohose, y también los primeros
centimetros tenian un aspecto alterado, sélo ¢l tercio inferior que habia
mantenido suficiente contaclo con el liquido acidificante mostraba las
caracterislicas de un buen ensilado. En el fondo del microsilo se reco-
gi6 medio litro de liquido, aproximadamente,

El resultado no fue satisfactorio por la mucha cantidad de forraje
estropeado, es bien sabido y tuvimos ocasion de comprobarlo, que las
formas de silo-vertical no resultan para este sistema. No obstante de la
parte salvada recogimos muestras para analisis.

Silo mimero 2, Llenado: 27.711-59.

Conservador: Metabisullito sédico en la proporcion de seis gramos
por kilo de forraje, La cantidad total a distribuir se introdujo en un
recipiente con tapa agujereada para espolvorear uniformemente cada capa
de carga, El cierre se realizé colocando una cubierta de plastico, un
disco de madera y 10 kilos de peso. La exclusién de aire fue satislacto-

ria. Se abrié el drenaje durante la fermentacién y no hubo salida apre-
ciable de fluentes,

Abierto: 28-V1H-59. La parte superficial estaba muy estropeada,

después continuando el descargue se percibia un olor aceptable, color
aceituna.

Silo nimero 3. Llenado, 27-VII-59

Conservador: Acetato-halogenado de glicol en la proporcion de
0.13 gr. en 45 cc. de agua por cada kilo de forraje, Por aplicarse en
solucion acuosa procurd recargarse la adicién en las capas superiores de

carga. Se cerré como el anterior. Se abrié el drenaje a las 24 horas y
salieron algunos liquidos,

Abierto: 29-V111-59, La parle superficial mas estropeada que en
el anlerior, E} resto del forraje en el marco de una fermentacién liclica
no ofrecia tan buenas cualidades como con el metabisulfito sédico,
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Silo mitmerg 4

Este silo presentaba un buen aspecto hasta ¢l décimo din e cons
servacion (foto nimero 4) fecha en la que se rompid el recipiente sin
causa aparente, posiblemente por un defecto del vidrio. Se habia usado
metabisulfilo sédico con melazas como conservador.

Silo nimero 5

Actud como Llestigo. Fue cargado y cerrado igual que los anlerio
res. No se utilizé conservador, ni aditivos hidrocarbonados, el resultado
fue una putrefaccién gencral en la mitad superior del silo y un intenso
olor butirico, en la inferior.

SEGUNDO EXPERIMENTO

Duracion 30 dias

La alfalfa procedia del mismo cultivo que la anterior, y fue cor-
tada cuando se encontraba en floracién, Después de segada esluvo cuntro
horas al =ol. Se llenaron los cinco microsilos, con nueve kilos de forrajo,
sin trocear, alcanzando todos el final de la prueba. Las muesiras se 10
maron en la forma descrita anteriormente.

Se ensayaron el metabisulfito a menor concentracion, scompa.
fiandolo de indculos licticos o melazas, también el acetato-halogenado
de alicol con inéculos licticos y melazas, Se prescindid definitiv.m.nenlo
del ensilado con #cidos minerales, en parte por no ser estos recipientes
los més adecuados a su uso y sobre todo por que esta siendo sustituido
por atros conservadores que le aventajan en economia y facilidad de em-
pleo con igual seguridad. En algunos microsilos se colocd doble s?ln'c-
peso que en las prucbas precedentes, Se hicieron siembras a pm‘ln'.dc
muestras de forrajes ensilados, por dilucién en agar lactosado-azul china
para identificacién directa por microscopio de las colonias.

Silp nimero 1, Llenado 3-1X-59

Conservador: Metabisulfito cuatre gramos por kilo de forraje y
100 cc. de cada inéculo de liclicos {Strep. lactis y el Lact. plantarum).
El inéculo (véase en las pruchas de bacleriostasis la procedencia de cslos
gérmenes) se obluvo suspendiendo en cinco cc. de suero fisiolégico un
cultive de los gérmenes creciendo sobre agar Tween 80 llevado a un
wolumen final de 100 cc. Verilicado el recuento por el método de Breen,
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dié und concentracién de 65 millones por cc., Ia suspension de Strep,
lactis y de 90 millones por cc. el Lact. plantarem. El metabisulfito se
agregé proporcionalmente con cada carga de forraje. Diez kilos de so-
brepesa,

Abierto 3-X-59: La parte superior bastante afectada. La actua-
cién de los gérmenes licticos, en un forraje sin trocear, pobre en hidra-
tos de carbono, sin adicién de éstos en alguna otra forma, dié un pre-
ducto de color verde aceituna palido, con [ranjas amarillentas, Su olor
indicaba que la proleolisis, sin ser alarmante, se habia ins*nuado. Su pH
de 5,5 y bajo tenor de dcide lictico, 0,5 por ciento. lo indican clarva-
mente. Se concluye que los gérmenes licticos tratandose de leguminosas
sin trocear, y sin ningin aditivo hidrocarbonado, no son eficiente:.

Calificamos el producto de este ensilado de haja calidad.

Silo mimero 2, Llenados 3-1X-59

Conservador: Metabisulfito sédico: cuatro gr. por kg. de forraje
y un inéculo lactico helero-fermentativo, Los gérmenes fueron el Lact.
brevis y Leuconostoc mesenteroides, usando 10 cc. de cada, Cown suhre.
peso diez kilos,

Abierto: 1-X-59, Fue de baja calidad. A las desventajas yva sefia-
ladas se unia la de tratarse de indculos de heterolicticos, El olor. sin ser
excesivo, recordaba la presencia de dcide butirico.

Por primera vez se tomé una muestra, cen material eséril. del
forraje ensilado troceindola en un vaso de precipilado: el forraje cor.
tado se cubrié con sucro fisiologico y se dejé en maceracién una noche
en ambiente de laboratorio, Del liquido de esta suspensién hicimas va-
rias preparaciones, tefiimos por el Gram y aparecié una flora dominante
de los gérmenes inoculados, algiin esporulado y otros. A partir de la sus.
pensién madre, hicimos soluciones 1/100. 1/1.000. 1/10.000 para sem-
brar en agar-lactosado-azul china, incubando a 22-28" C. Las colonias
que en medio incoloro al azul china, viraren su contorno, se picaron v
observaron al microscopio previa tincién por el Gram (modificacién para
la técnica standard norteamericana de andlisis de agual, Esta ohserva-
cién sélo tiene valor cuando se hace entre las 18-24 horas de culiivo,

Silo nimero 3. Lienado 3-1X-50

Conservador: Metabisulfito sédico, cualro gramos por kile de
forraje, junto con 125 de melazas diluidas en 50 cc. de agua e inaculos
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licticos a base de Lact, plantarum y Strep, lactis, 10 ce. de cada uno.
La concentracion fue de 30 y 40 millones de gérmenes por cc. respee-
tivamente; para oblencr esla concenlracidon easi, la mitad mis baja que
las anteriores, se diluyé la suspension inicial.

En esta prueba se intenta dirigir la fermentacion con la ayuda
de melazas para que obligadamente sea lictica, Al no estar troceada la
cosecha, con csta cantidad de metabisulfilo es menos segura la conser-
vacion, Ll sobrepeso fue de 20 kilos.

Abierte: 5-X-59. La capa superlicial tenia menos espesor alte-
rado que en las otras pruebas. Ll ensilado del forraje exhibia unas ca-
racteristicas que le hicieron a simple vista de calidad aceptable. Olor
agradable, color verde. Los valores de pH, 4,6 y de acido ldctico, dos
por ciento, lo confirmaron. El examen bacteriolégico, efectuado comg se
describié, ofrecia una flora que estaba preferentemente representada por
los gérmenes del indculo.

Silo mimero 4. Llenado:; 3-1X-59

Conservador; Acetato-halogenado de glicol, 0,13 gr. en 45 cc, de
agua por kilo de forraje, melazas 125 gr., diluidas en 50 cc. de agua.
El inéeulo Lact. plantarum y Strep. lactis, en la misma concentracién y
cantidad que en el silo mimero 3, Veinte kilos de sobrepeso.

Abierto: 6-X-59, La capa superficial, mas estropeada, color verde
mas clare que el anterior, Olor ligeramente acético, Fue simplemente bue.
no, El conservador responde bien pero parece no limitar tan enérgica-
menle como el metabisulfito algunas fases de ln fermentacién. En los
anélisis bacteriolégicos predoming la flora lactica inoculada,

Silo nitmero 5. Llenado: 3-1X-59

Conservadores: Mclazas y un indculo de liclicos en cantidades,
y concentraciones, similares a los anteriores. Prescindimos de ambos
bacteriostiticos en este silo.

Abiertos: 7-X-59. Lsle, como los precedentes, con veinte kilos de
sobrepeso, presentaba menos pérdidas en superficie. El producto
tenia aspecto de haber sufrido una fuerte fermentacién. Color verde-
amarillento. Olor un poco fuerte. El valor del pH f{ue cuatro y el 4cido
lactico tres por ciento que pueden considerarse como francamente bue-
nos. Esta fermentacién tan intensa aunque sea lictica, resulta contra-
producente. La causa puede estar en el exceso de azicares de que dis-
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ponen los gérmenes licticos y lu [ulta de control bacteriostitico que de.
sencadenan una fermentacién excesiva, Aunque se admile que la forma-
cién de dcido lictico detiene, al llegar a una cierta concentracion, el
melabolismo de los propios gérmenes que lo originaren, tal cifra pa-
rece que liene unos margenes de actuacién muy amplios,

TERCER EXPERIMENTO

Duracién: 30 dias

La alfalfa wiilizada en este experimento procedia del corle de
olofio, completandose asi el ciclo de este cultivo, Contando con peores
condiciones atmosféricas se hizo coincidir la siega con un dia soleado
para llevar el contenido de humedad a un 71 por ciento.

Nuestro principal objetivo en csle experimento consiste en com-
probar si el troceado del forraje sustituye con éxito el empleo de mela-
zas, estando presente alguno de los conservadores y observar céomo re.
percute este tratamiento previo sobre las demis variantes. Todos los
silos recibieron la alfalfa cortada en trozos de 10-12 ems,

La prucha sc realiza en un momente del cultivo de esta legumino-
sa poco apropiada para ensilar, por ello los resultados serin de més valor.

En todoes los silos se utilizaron 20 likos de sobrepeso,

Silo mimero 1. Llenado: 20-X-59

Conservador: Melabisulfito sédico, seis gramos por kilo de forra-
je, espolvoreando cada carga del silo. Con el forraje en estas condicio-
nes fue mucho mas facil llenar el microsilo y se logré con menos es-
fuerzo una mayor compacidad lo que sc reflejé cn que tuvo cabida
para un kilo més de forraje.

Abierto: 20-X1-59, Una capa de 3-4 cm. contaminada de mohos.
Olor aceplable. Color verde ligeramente desvanecido, Se hizo la pri-
mera prucba de apetecibilidad ofreciendo una porcién a una vaca que
la acepté inmediatamente, lo cual es importante ya que los animales
necesitan unos dias para adaptarse al consumo de los forrajes ensilados
418, 19, 64), Este ensilado por su color, olor, prucba de sapidez, pH,
(4,8) y conlenido en fcido lctico (uno por ciento) puede considerarse
de buena calidad. Efecluamos, segin 1écnica descrita, alguna preparacion
microscopica y cullivos, encontrando algunas formas bacilares y cocos

Gram posilivos,

L (353

1=
L)

Silo niimere 2, Llonado: 20-X-59

Conser : Metabisulfi i
_— sc.-urfrlor I\!Ictablsull'llo'u la dosis de 6 gramos por Kg, do
orraje y un indeulo de Strep. lactis y Lact, plantarum en la cantidad de
10 ¢ e d i6 | ;

€ una suspension de cada uno de estos gérmenes con una con-
centracion de 40 y 55 millones ee, respeclivamente,

Abierto: 21-X1-59. Al abrir este microsilo el forraje era de exce-
lente calidad. El valor del pH 4,5 y écide ldctico, 1,7 por ciento son muy
elacuentes. Sélo una pelicula de unos dos centimetros aparecia cot

ole eriora-
da en superficie, Color verde casi natural y olor excelente,

Silo mimero 3. Lienado: 20-X-50

Conservador: Metabisulfito a la dosis de seis gramos por kilo.

Melazas 125 gramos en 50 cc. de agua y un inéculo de Strep. lactis y Lact.

plamtarum, en cantidades Y concentraciones como en el anterior.

Abierto: 22-X1-59, Junto 2 un valor de pH muy bajo, cuatro, una
tasa en dcido lactico del tres por ciento el forraje ofrecia un olor fuerte
algo cargado y un color verde-amarillento, Tuvintos ocasién de comprolm;
que el empleo de melazas con inéculos, aiin con conservader, y tratin.
dose ademis, como en esta ocasién de un forraje troceado, d;shorda la
tutela rezuladora del bacteriostatico, Fue de calidad infertor al menos en
su aspecto, al anlerior, aunque la composicién es semejante, En definilivg
que los forrajes troceados, aiin tratindose de leguminosas, estando ‘pre-
sente el metabisulfito, no es conveniente el empleo de melazas,

maxime si
con el conservador se agrega un inéculo de Jicticos.

Silo minero 4. Llenado: 20-X-59

] Conservador: Acetato-halogenado de glicol, 0,13 gramos en 45 cc,
de arxua por kilo de lorraje. Se cnidé, como es obligado tratdndose de un
bacteriostitico que se agrega en solucién acuosa, verlerlo sobre las capas
fltimas de carga en mayor proporcién,

Abierto: 23-X1-59. Las pérdidas superficiales fueron mayores que
con el metabisulfito en idénticas condiciones. La calidad de la Inasa en-
silada fue bastante buena. Color y olor aceptables, La prucha de apetecibi.
lidad resulié positiva, A esle conservador le faverece mis el troccado del
forraje que al melabisulfito a juzgar por lo mucho que mejoraron sus
resultados en este experimento,
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Silo niimero 5, Llenado: 20.X.59.

Conservador: Acelato-halogenado de glicol ¥ un inéculo de Strep.
lactis y Lact. plantarum en las proporciones anteriormenic citadas.

Abierto: 24-X1.59. Olor un Poce mas fuerle que sin el inéculn sin
dejar de ser bastante aceptable, Color verde que recordaba en parte gl
forraje fresco, mas que el anterior. Como en o] caso del metabisulifito
(Silo nimero 2) se confirmé que la adicién de inéeulos al forraje tro.
ceado con estos bacteriostaticos asegura mas firmemente la conservacign y
no deteriora el producto ni en Su aspecto ni en su composicién nutritiva,

El producto conseguido fue, junto con el del silo nimero 2 de este
experimento, de excelente calidad, aunque ligeramente superior en aquél.

Los resultadog obtenidos en las determinaciones realizadas en todos
los experimentos se resumen en la Tabls I,
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PRUEBAS BACTERIOSTATICAS *

Las concentraciones que se vienen empleando como mas adecua-
das de los bacleriostiticos sc han elegido por los resultados que su apli-
cacion, a diferentes dosis, proporcionaron en la practica, .

El éxito de estos conservadores, para mantener el forraje en bue-
nas condiciones en ensilado, nos ha inducido a estudiar su poder bac-
teriostilico hacia los gérmenes lacticos en medio de cullivo,

El grupo de gérmenes liclicos que hemos utilizado para estudiar
el efecto de estos bacteriostaticos en el laboratorio estd representado por
el Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Streptococus lactis y
Leuconostoc mesenteroides, pedidos a la “American type cullure collec.
tion” y recibidos en cultivo liofilizado con los niimeros de registro:
4.008, 4.006, 7.973 y 8.293, respectivamente, Para pasar de liolilizado a
cultivo ordinario se probaren varios medios especiales de licticos deci-
diéndonos por el de Rocosa (69) medio que también cila Keppie (39),
lleva Tween 80, como portador de 4cido oléico, factor estimulante del
crecimiento para los gérmenes ldcticos. A este medio se le da cardcler
tampon para que al mantener un pH determinade inhiba el crecimiento
de otros gérmenes si se trabaja con muestras contaminadas. Este medio
estd formado por: extracto de levadura 0,75 gr.; peptona, 0.75 gr.;
glucosa, un gr.; fosfato monopolisico, 0.2 gr.; juzo de lomate, 10 c.c.
Tween 80 c.c.; agar, 1,5 gr.; agua, 100 c.c., pH 6.

Del liofilizado de cada gérmen hicimos siembra en superficie y
picadura en medio sélido y liquido, Incubamos a 30° C los laclohacilos,
a 25°C el Leuconostoc mesenteroides y 37" C el Strep. lactis, Fstos
gérmenes pueden crecer, y asi se multiplican en su habitat natural. deniro
de temperaturas muy variables. Su proliferacién en el silo a 20-22" C es
demostrativa, Incubamos no obstante a las citadas temperaturas porque
las sefiala como 6ptimas BERGEY (8).

Las concentraciones a emplear de estos conservadores formaron
una serie, cuya media correspondia a las cantidades ordinariamente
usadas en la prdctica del ensilade. Los bacteriostaticos estudiados aclitan
sobre el medio provecande modificaciones antagénicas al desenvolvi-
miento de una flora estrictamente aerobia condicién a la que no estdn

—————

* Estas pruchas fueron realizadas en ¢l laboratorio de la Ciftedra sle Micro-
hiologia de la Facultad de Veterinaria de Ledn.
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sujetos ninguno de los gérmenes ensayados, considerados micronerdlilos
por sus requerimientos de oxigeno segin Binrcey (8). :

Antes de usar estos productos hicimos una prucha de esterilidad
que resultdé negativa, Las cantidades de metabisulfito probadas permitie-
ron hacer pesadas y como tal se agregaron. Para el acetato-halogenndo
de glicol con el que se trabaja en cantidades muy pequefias partimos de
soluciones madres. {Tabla 2. y 3.%),

TABLA 2

Concentracién de metabisulfito sédico en las pruebas de bacleriostasis

Cantidad de] producte en el

silo 9/, En 10c. c. de Agar-Tween 80,
1 0,01
5 0,05

10 0,1

20 0,2

Esta prueba se realizé dos veces y al encontrar resultados parale-
los no se repitiéd,

Describimos a continuacién la marcha seguida: en bafio maria a
45° C se mantiene el agar previamente fundido, se siembran los gérmencs,
se aiiade el bacteriostitico. Una gradilla con 16 tubos conteniendo 10 c.c,
de medio se utilizaron para el metabisulfito. Ocho de ellos recibieron
dos c.c. de agua destilada estéril en compensacién a la mayor cantidad
de producto sélido que recibian, Para el acetato-halogenado de glicol 24
tubos, a 10 c.c. los cuatro que recibian 0,5 c.c, de solucién madre se
concentraron un poco,

Cultivos en superficie de los cuatro gérmenes del ensayo, suspen-
didos en solucién salina, sirvieron para la siembra, utilizando 0,01 c.c.
en cada una de ellas,

Sembrados los tubos y agregado ¢l bacteriostitico a la concen-
tracién correspondiente y gradual para cada gérmen, hien sélido, como
en el easo del metabisulfito; o a partit de soluciones madres, para el
acetato-halogenado de glicol, se agitaron por rotacién, se tendieron y
una vez enlriados se incubaron a 37°C el Strep. lactis, 28°C el Lact.
plantarum y Lact. brevis y a 23° C el Leuconostoc, mesenteroides. Trans-
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curridos cualro dias de incubacidén se triluré y homogenizé el contenido
de cada wbo en un “Turmix”, con 10 c.c. de suero [isiolégico y a partir
de estas suspensiones, inmediatamente de detener el “Turmix”, para
evilar sedimentacion, cargibamos con pipela centesimal y haciamos con-
taje por muesira doble siguiendo el métode de Breeb, Tincién por el
Gram la modificacion con las técnicas estandar norteamericanas de
andlisis de agua. Ninguno de los cultivos aparecid comaminade o la
vhservacion microscdpica durante el recuento.

TABLA 3.7

Concentracion del acetato-halogenado de glicol en las pruebas de

bacteriostatis

Cantidul de pro- En10¢ ¢. de Soluciones ma- Cantidad en c. €, a ngre-
ducto nn e silo o/ge Apar-Tween dre S. M.  gar en el medio, de S.3M.

0,05 0,0005 1% 0,05

0.1 0,001 1% 0.1

0.15 0,0015 1% 0.15

0.2 0,002 1% 0.2

0.5 0,005 1/50 025

1 0.01 1/50 0.5

En las tables 3. y 4. se indican las concentraciones y técnica se-
guitla para prepararlas, con ambos bacteriostaticos,

TABLA 4.*

Resultadeos del contaje efectuado para cada gérmen y concentracion en
las prucbas de bacteriostasis

Metabisulfito por 1.000 1 5 10 20  Testigos
Nim, de gérimenes por c.c. en millones.

Lact, plantarum ........ 50 20 3 1 80

Lact, brevis .....cu..... .43 18 2,5 0,5 75

Strep. lactis .o.oonnnnn. 40 16 2 1 90

Lauc, mesent. ........... 30 10 1,5 0,5 68
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El metabisullilo, tabla 5, a la concentracién mis baja provoon
un descenso del 37,5 al 42 por ciento con relacién a las cifras de los
tubos lestizos en los lactobacilos y del 55-36 por ciento en los cocos,
Con las dosis de uso corriente en la practica la inhibicién se silda entre
el 75.76 por ciento para los lactobaciles y del 82-85 por ciento para los
cocos; detalles que debemos de tener en cuenta ya que los cocos parecen
ser mis inhibides, lo que da mids importancia al bacteriostitico pues
estas formas se desarrollan inicialmente y no es bueno que lo hagan hasin
el extremo de que perjudiquen el ulterior desarrolle de los bacilos
lacticos.

La proliferacion de estos gérmenes en el silo es posiblemente algo
mids intensa, con Ias mismas dosis de conservadores, Es frecuente adver-
tir, en los ensilados con este bacteriostitico, que el producto no presenta
sefiales de haber experimentado una fermentacién excesiva. Entre el
10-20 por ciento el crecimiento es pobrisimo, cifras que no se emplean
en la préctica, por otra parle usado en estas proporciones se ha asociado
su parlicipacién en intoxicaciones ocurridas en el ganado lechero que
fue alimentado con ensilados conservados por el metabisulfito a dosis
elevadas. LUEDKE, BRATZLER y col. (47} han estudiade detenidamente
eslas cuestiones haciendo ingerir a vacas lecheras diversas cantidades
del producto puro legando a la conviccién de que a dosis de 5-7 kilos
por tonelada de forraje resulta totalmente inocuo. Nuestra dosis expe-
rimental, seis gramos por kilo de forraje, permite una fermentacion que
sin resullar excesiva conserva Dbien el forraje y no ocasiona trastornos
en los animales.

TABLA 5.

Resultados del contaje efectuado para cade gérmen y concentracion en
las pruebas de bacteriostasis

Concentracion de acetato-halogenado de glicol por 1.000
0,05 01 015 02 05 1 Testigo
Nitmero de gdrmenes por c.c, en millones

Lact. planterum ... 065 50 40 25 S 2 80

Lact. brewvis ......... 57 43 35 17 3.5 2,5 75
Strep, lactis ........ 40 30 27 10 25 ] 90
Leue, mesent ........ 31 17 12 T 3 1,5 068
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El acetalo-halogenado de glicol a las concentraciones usuales de
la prdctica tolera una proliferacién mds abundante que el metabisulfito
y se manifiesta en el estado del producto ensilado, que demuesira haber
sulrido una fermentacién mds intensa con acetato-halogenado de glicol.
Seria interesante ensayar eslte producto, a dosis mas altas entre 0,15-0,5
comprobando al mismo tiempo, ¢l efecto que pudiera tener sobre los ani-
males, Este bacteriostdtico inhibe del 44-52 por ciento el crecimiento de
los lactobacilos y el 60-67 por ciento de los cocos, nos estamos refiriendo
a resultados obtenidos con el bacteriostatico utilizado a la dosis de uso
mas frecuente en la prictica. Inhibe, como ¢l metabisulfito, mds intensa-
mente ¢l desarrollo de las formas cociiceas,

Es evidente que ¢l metabisullito a las dosis que normalmente se
emplea para ensilar tiene una accién bacleriostitica mas [uerle que el
otro conservador, El fin del ensilado es mantener el forraje con el mi-
nimo de pérdidas y la fermentacién lictica no es provocada para modi-
ficar ¢l {orraje sino con objeto de evitar la aparicién de otras fermen-
taciones nocivas, Por ello es muy conveniente regular su intensidad por
medio de cstos bacteriostaticos los cuales can su presencia y la forma-
cién de dcido lictico protegen el [orraje contra cualquier otra fermen.
tacidn indeseable,

En el silo hay que tratar de instaurar una fermentacién lactica
pero puede defenderse y asegurarse, con ¢l uso de bacleriostiticos,

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En las pruebas realizadas se confirma una vez mis que la alfalfa
sola es dificil de ensilar, y que si la conservacion en el silo se facilita
con la adicién de gramineas, en el momento de introducir e] forraje en
el silo o procedentes de un cultive mixto, no es aconsejable ensilarla in-
tegra, queremos decir, sin lrocear.

La desecacién parcial para llevar el contenido en humedad del
forraje a un 69-70 por ciento beneficia la conservacién y este efecto se
refuerza si se trocea ¢} forraje. Murnocu (57) ensilando cosechas con
diferente contenide en humedad encontré que st se reducia ésta“se con-
siguen menores pérdidas en sustancias nutritivas,

Ambos tralamientes previos del forraje provocan las mejores
condiciones para la implantacién de una fermentacion lictica, aseguran-

e
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dose asf la pernumencia de] deido formado que podrin, de existir mucha
humedad, salir con los liquidos que fluyen del silo. Con ln desecncion
parcial se produce una hidrolisis de los gliicidos complejos que integran
las paredes celulares de las plantas y que al trocear cl forraje se ponen
a disposicién de la [lora lactica junto con otros principios liberados con
los jugos,

Las presiones excesivas, cuestion tan debatida, son contraprodu-
centes para la creacion y mantenimiento de una fermentacion lictica;
algunos parecen olvidar que estos gérmenes, por sus exigencias en oxi-
geno, estdn clasificados como microaeréfilos, y por ello si el forraje
tiene un elevado contenido en humedad, el apelmazamiento puede dar
lugar a la aparicién de una fermentacién butirica. Los forrajes muy hi-
medos son propensos a que sobre cllos se desarrolle el Closiridium tiro-
butyricum, (11) pues este gérmen estd facultado para actuar despuds
de haberse celebrado una fermentacién lictica y como la excesiva com-
pacidad producida conduce a una lixivacién se elimina del silo ¢l acido
formade que actita de conservador si no se marcha, cosa que sucede
cuando hay abundante salida de jugos. En estas circunstancias en pleno
eslado de anaerobiosis, y atin con un pH bajo, pueden entrar en juego
olros gérmenes nocives para un buen ensilado,

Al comparar los mismos conservadores con forraje integro y (ro-
ceado los resultados fueron extraordinariamente mejores con los segun-
dos. Con el forraje integro ¢l metabisulfity fue superior a] acelato-
halogenado de glicol,

El sobrepeso del silo es necesario cuando la cantidad de forraje
ensilado no tenga masa suficienle para conseguir por si misma la com-
pleta exclusién del aire, si la tiene, una simple cubierla que prolejn y
apelmace la capa superficial es lo @inico que se requicre,

Ll metabisulfito sédico a la dosis de seis gramos por kilo de forra.
je se ha comportado como un excelente conservador de leguminosas par-
cialmente desecadas y troceadas, dando un ensilado de color muy patre-
cido al natural olor agradable y un pH apropiado,

El uso de inéculos licticos con el conservador bacterioslitico
prevee que la flora lictica esté mal representada cuali o cuantitativamente
en el forraje. El acetato-halogenado de glicol no da tan buenos resulta-
dos como el metabisulfito sédico en este caso.

El metabisulfito sédico regula mis estrechamente la intensidad
de la fermentacién lictica, como lo demuestran las pruebas de baclerios.
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tasis realizadas en medios de cultivo y el aspecto que presentaba el pro-
ducto ensilado, La calidad del preducto mejora adn més cuando se agre-
gan indculos.

Las melazas, como aditivo hidrocarbonade, dan mejores resulta-
dos cuando no se trocea el forraje y si se agrega un inéculo resulta mis
segura la fermentacion lictica, aunque acarren mas pérdidas. El inéculo
de gérmenes liclicos homofermentativos es el mas indicado.

En el forraje troceado la combinacién: bacteriostitico, melazas e
indculo, da un ensilado de peor calidad que cuanto se utilizan baclerios-
tatico ¢ indeulo solamente. La incorporacién de un inéculo al bacteriosté-
tico, en forrajes wroceados, mejora el tratamiento,

Es necesario consignar que en el ensilado es primordial asegurar
la fermentacién lactica, para conservar y evitar las pérdidas en nutrientes
pero advirtiendo que para ello hay que procurar no compromeler
demasiado los caracteres organolépticos, importantisimos para el buen
aspecto del mismo y tener la seguridad de que el forraje ensilado sea
bien aceptado par los animales,

El tinico ensayo con ¢l método A. 1. V. nos corrobord las pér-
didas en algunos elementos minerales indispensables para la salud animal,
frente a la casi inmovilidad con los olros tralamientos,

Con forraje sin trocear el metabisulfito en dosis de cuatro gramos
por kilo de forraje y un inéculo lctico (segundo experimento, silo ni-
mero 1} dié resultados inferiores al oblenido con seis gramos y sin
inéeulo (primer experimento, silo nimero 2), estd claro que el inéculo,
con forrajes integros, sin otra fuente de hidratos de carbono, no reporta
utilidad alguna, Lo contrario ocurrié con los cualro gramos de mete-
bisulfito v el inéculo agregando melazas (segundo experimento, silo nil-
mero 3).

El acctato-halogenado de glicol con forraje integro, inéculo y
melazas (segundo experimento, silo niimero 4), dié un ensilado de mejor
calidad que cuando iba solo (primer experimento, silo niimero 3). En
todos los easos fue inferior al metabisulfito.

Cuando se asociaron las melazas e inéculos prescindicndo de los
conservadores quimicos se consiguié un ensilado de mala calidad (se-
gundo experimento, silo nimero 5) debido, sin duda, a producirse una
actividad demasiado intensa de los gérmenes provocada por la presencia
de Ias melazas sin bacteriostatico alguno.
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Ensilando ¢l forraje troceado, con seis gramos de melabisulfito
(tercer experimento, silo niitnero 1) ¢l producta recordaba poco el obie.
nido con la misma cantidad de bacteriostatico con forraje sin fragmentar
(primer experimento silo nimero 2), Esta misma cantidad se mantuyo
en el resto de las combinaciones de esta prueba, ya que ha demostrado
ejercer un contrel aceptable de la fermentacion. Cuando se asocié con el
indculo de ldcticos (tercer experimento, silo niimero 2), sus resultndos
fueron buenos obteniendo un producto de buena calidad. Si ademis se
afiadian melazas (tercer experimento, silo nimero 3) disminuia algo In
calidad del ensilado, pues el bacteriostitico, ante un pébule tan adecua-
do para los gérmenes licticos, no mantenia la fermentacion en los limites
mis adecuados,

El acetato-halogenado de glicol, en este tercer experimento usado
solo y con adicién de indeulos (silos niimeros 4 y 5) no desmerecerin en
su calidad, aunque no llegé a igualar al metabisulfito en las mismas con-
diciones (experimento tercero, silo nimero 1 y 2). No obstante recalea-
mos que fue mejor con inéculo que sin &,

La diferencia que se apunta en el contenido de proleina bruta
entre ¢l forraje verde y ensilado se debe a las formas volatiles. La deter-
minacion parcial de estos componentes, amidas, amoniaco, etc., orienin
sobre los agentes que actuaron en la moléeula proteina. MamsiT (48)
achaca la proteolisis a los enzimas vegetales (11), otros la atribuyen prin.
cipalmente a los enzimas microbianos, Nosolros pensamos mas bien que
en la primera fase de la conservacion cuando las células vegetales afin dis.
ponen de oxigeno sus enzimas proteoliticos no pueden estar paralizados
y va el silo en pleno dominio bacleriologico se completa la proteolisia,
La formacién de indol y escatol de que hablan algunes autores {503 sélo
es posible en un ensilado obtenido en muy malas condiciones,

El descenso en el contenido de proteina es mis aparente que real,
Nosotros hacemos la determinacion partiendo de una muesira seca y las
formas volatiles de nitrégeno se han disipado duranle el secado. Formas
que de ser el forraje consumido inmediatamente hubieran sido ingeridas
por los animales {Mc NavcuT y Ssrti, 86). En nuestro caso las pérdi-
das menores se produjeron cuando se trocea ¢l forraje y de todas las
variantes con forraje troceado del tercer experimento el mejor resultado
correspondié al metabisulfito con el indculo lictico (silo niinero 2) con
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una pérdida alrededor del 1-2 por cienlo propia de ensilados de excelente
calidad (82,58).

Las variaciones en el conlenido de cenizas y fibra bruta marchan
paralelas con las pérdidas que se producen en los otros principios. Los
forrajes de peor calidad dan cifras superiores en humedad,

La fraccion exiracto eléreo experimenla un incremento que sin
duda se debe a los dcidos grasos formados duranie el atague de los
gérmenes a otros principios carbonados, pero en nuestro trabaje no es
tan manifiesto como cuando se hace la determinacién sobre forraje en-
silado fresco ya que durante el secado se pierden la mayor parte de los
acidos grasos volitiles,

La digestién de los carbohidratos, y en parte también de las pro-
teinas durante la fermentacion del ensilado, conduce a los mismos pro-
ductos que al ser desdoblados por la microflora del rumen (22). Los
itlimos experimentos relativos a la importancia fisiolégica de los dcidos
grasos volililes inferiores, como origen de energia y precursores de la
materia grasa de la leche han aclarado la imporlancia cuantitativa y su
influencia al estar presentes en los ensilades. El dcide butirico, cuya
presencia en los ensilados como promotor de cetosis fue sciialada
ApLeR (1), segin De Vuys son precisas cantidades superiores al dos por
ciente para ofrecer peligro de cetosis, Los otros dcidos grasos que se
pueden formar. liclice, acélico, férmico, propiénico, valerianico, caproi-
co, y caprinico, no olrecen complicaciones en la alimentacion, Asi el
aeélico en raciones de ensilados con 500-600 gramos no ha provecado
trastornos (22}, La presencia de eslos dcidos grasos eleva la digestibili-
dad de los forrajes cnsilados ya que en la panza de los rumianles son
necesartos para facilitar la hidrolisis de la celulosa y con este fin algu-
nos autores recomiendan la administracion de melazas (49), Esta pecu-
liaridad da mayor imporlancia e inlerés al ensilado en la alimentacién
de las vacas lecheras pues al ser sintetizada la materia grasa de la leche
por los dcidos grasos formados en ¢l herbario, especialmente a partir del
acético, la alimentacién con ensilados permite ahorrar grasas alimen-
ticias.

Los valores de pIl y acido lictico son de gran utilidad para esti-
mar la calidad de los ensilados, Nuestras cifras cainciden con las encon-
tradas en otros irabajos relativos al ensilade de leguminosas (71, 37, 6,
57). Estos dos factores hay que interpretarlos de diferenle mode con
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Ins leguminosns que si se tratn de graminens y asf un pH 4,5 con 1,7 por

ciento de dcido liclico (experimento lercero, silo nimero 2) ne puedo

utilizarse como piloto que calilique a los demds ensilados con exaetitud.

Los valores de calcio, [ésforo, y magnesio permanccen sin va-
riacién ostensible en la mayoria de las pruebas. Sélo en el A, I, V. (ex-
perimento primero, silo nimero 1) se presentaron las esperadas pérdidas
en estos minerales (86,15). Estas pérdidas provocan medificaciones ne-
fastas en el balance Ca/P que se evilan con suplementos minerales pero
en una alimentacién prolongada a base de ensilados obtenidos por acidili.
cacién mineral la correceidn se hace cada vez mas dificil. Ni la relacion
Ca. P, ni la alcalescencia se altera con Ias otras pruebas (15),

CONCLUSIONES

1.—Es momento muy apropiado, ante la actual transformacion
agraria, comenzar nuestra propia investigacion en lorno a los problemas
que plantea el ensilado de los forrajes por medio de conservadores.

2.—Fl ensilado de alfalfa es conveniente hacerlo con el auxilio
de conservadores, acondicionadores o iratamientos previos.

3.—El melabisulfite sédico en la proporcion de seis kilos por
tonelada de forraje, nos ofrcee un ensilado en buena conservacion, La
predesecacién, troceado del forraje y la adicién de un inéculo ldctico
parece que mejora su condicion.

4.—FEl metabisulfito sédico es elicaz, reduce las pérdidas en nu-
tricntcz y limita la inlensidad de la fermentacién lactica, Por usarse en
forma sélida asegura ru permanencia en el stlo ain con forrajes de alto
contenido en humedad.,

5.—Fl acctato-halogenade de glicol, ¢a ctro buen conservador,
pero requicre de ensayos a concenlraciones més elevadas. Por emplearse
en solucién acuosa es menos idsneo para forrajes con mucha humedad.
Tambiéin se favorece su accion si se deseca previamente el forraje. El
troceado y la adicién de indendas lictices son factores posilivos,

6.—La unién de bacleriostiticos y gérmencs lacticos nunca es
perjudicial. El conseguir inéculos de cepas seleccionadas de gran ca-
pacidad fermentescible de aziicares, facilita el ensilado de leguminosns.

7.—En la alfalfa ensilada sin trocear, la adicion de indculos re-
sulta ineficaz sino se proporciona a los gérmenes alguna fuente de hidra-
tos de carbona,

= 7l =



7

/j

8.—DBacleriosliticos, indculos de licticos y troceado del forraje,
constituyen una buena combinacién, Mds seguridad se consigue sumando
las melazas pero se producen pérdidas mayores,

9.—Fl valor del pH y la riqueza en dcido lactico tienen un espe-
cial interés para interpretar el valor de los ensilados de leguminosas.

10—En las pruchas bacteriostdticas el metabisulfito sédico re-
vel6 un poder de inhibicién para los gérmenes lacticos superior al del
acetato-halogenado de glicol.

RESUMEN

Se estudia la eficacia como conservadores del metabisulfito sédico
y del acetato halogenado de glicol, en silos a escala de laberatorio, utili-
zando forraje de alfalfa.

Del trabajo se deduce que los dos son buenos conservadores de
este forraje, st bien se muestra mas eficaz ¢l metabisulfito,

La conservacién puede favorecerse si se deseca parcialmente ¢l
forraje, se trocea o se afiaden indculos licticos ¢ hidrocarbonados, man-
teniendo su primacia también en estas circunstancias, el metabisulfi-
to sddico,

Se confirma en estas pruebas el gran valor que tiene el pH y el
contenido en écido lictico para determinar la calidad de los ensilados.

RESUME

On étudie lefficacité du métabisulfite sodique et de Pacetale
halogené de glycol comme conservateurs dans des silos & échelle labo-
ratoire, en utilisant du forrage de luzerne,

D’aprés le travail réalisé, on déduit que les deux sont de bons
conservateurs de ce fourrage, le métabisulfite étant le plus efficace des
deux. On peut aider ou favoriser la conservation du fourrage en le
déssechant partiellement, en le dépiecant, ou en ineculant des germes
lactiques ct en ajoutant des produits hydrocarbunés, le métabisulfile
sodique se montrant toujours, méme dans ces circonstances, le plus effi-
cace des deux,
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On g confirmé par ces cssais la grande importance du pH el du
contenu en accide lactique pour déterminer la qualité des forrages mis
dans des silos.

SUMMARY

A study to determine the efficacy of sodium methabisulfite and
halogenated acetate of glicol as silage preservalives under laboratory
conditions has been carried out.

According to the results obtained, both chemicals are useful, being
more adventageous, however, sodium methabisulfite,

The preservation of forage is improved (a) partial desecation,
(b) cutting it shorl pieces and (c) adding lactic “inoculum” and hydrocar-
honate products, Under all these circunstances besl results were obtained
with sodium methabisulfile,

The experiment has demostrated the value of determining pH
and lactic acid contents, to judge the quality of the silage.
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