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Articulo técnico

¢Como la respirometria puede indicar una reduccion de la biomasa
microbiana en ensilajes?

é¢How can respirometry indicate a reduction in microbial biomass in
silages?
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Resumen

Se realizd un ensayo para medir indicadores de calidad de los procesos de fermentacion anaerdbica de
los materiales organicos. Los indicadores monitoreados fueron: acidez (pH); la Temperatura; materia
seca y la biomasa microbiana. Esta ultima se estima mediante analisis de actividad microbiana
(respirometria); el recuento de UFC de bacterias, actinomicetos y hongos se realizé por el método de
dilucion en placa y medios de cultivo. Los andlisis bromatoldgicos se realizaron en el laboratorio de
ecofisiologia de la Universidad del Tolima.
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Abstract.

A test was carried out to measure quality indicators of the anaerobic fermentation processes of organic
materials. The monitored indicators were: acidity (pH); temperature; dry matter and microbial biomass.
This last is estimated by microbial activity analysis (respirometry); the counting of CFU of bacteria,
actinomycetes and fungi was carried out by the method of dilution in plates and culture media. The
bromatological analyzes were carried out in the ecophisiology lab of the University of Tolima.
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Introduccion

Una de las preocupaciones para determinar la
calidad del ensilaje, es saber en qué medida la
reduccidn de la actividad microbiana se logra en
el menor tiempo posible, para evitar la pérdida
de nutrientes por protedlisis. Normalmente, los
indicadores predilectos de esta tendencia son el
pH y la temperatura, pues se espera que en la
medida de lo posible la etapa aerobia sea muy
rapida y por tanto esto se refleje en conseguir el
pico de maxima temperatura en pocas horas y
por tanto comience el descenso (Villalba, 2013).

El pH, se espera que en el menor tiempo posible
descienda a valores entre 3,5 y 4,0 ojald en las
primeras 24 horas (Holguin et al.,2019).

No obstante, otros indicadores microbiolégicos
podrian constituir un referente de la cesacién de
la actividad microbiana, entre ellos, la
respiracion sugiere la masa de microbiota
presente en lo sustratos y su tendencia al
decrecimiento a medida que transcurre el
tiempo de ensilaje. Asi, durante la fermentacion
del ensilado se pueden formar diferentes
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productos gaseosos. El compuesto principal
generalmente es el CO2, que surge de la
respiracion de la planta utilizando 02 residual
en la masa de ensilaje (Pahlow et al., 2003)

La actividad microbiana medida en términos de
la relacién entre el CO2 producido por
respiracion microbiana y el carbono de la
biomasa microbiana CBM, denominado
cociente metabdlico (qCO2) (Ferreras, 2009).);
esta, es una medida indicadora de
modificaciones en procesos que suceden en los
sustratos puesto que refleja la energia de
mantenimiento de los microorganismos, la cual
originalmente se ha utilizado en suelo, pero que
seria validad para otro tipo de sustratos
organicos.

La actividad microbiana, estimada por
desprendimiento de didxido de constituye un
importante indicador de la calidad del sustrato,
el cual puede ser involucrado en un sistema de

bioindicadores de facil manejo (Mora-delgado
et al., 2019).

Una intensa y diversa actividad microbiana
puede ser el reflejo de dptimas condiciones
fisicas y quimicas que permiten el desarrollo de
los procesos metabdlicos de bacterias, hongos,
algas y actinomicetos y de su accidn sobre los
substratos organicos (Alexander, 1994),;
reciprocamente, una baja actividad y diversidad
de la microbiota puede expresare en un
inadecuado funcionamiento quimico y fisico del
sustrato analizado.

Los sustratos organicos considerados residuos de
cosecha pueden ser una opcidn para la nutricion de
los suelos como fertilizante o para la alimentacion
animal mediante la conservacién mediante
procesos de ensilaje. Este ultimo comino, si sus
nutrientes se conservan para ser suministrados en
épocas de escasez. Asi, en los sistemas
agroforestales de finca cafetera es posible
cuantificar gran cantidad de residuos, los cuales
normalmente se desechan. El estudio de Piferos et
al (2011) permitid establecer que de los cultivos de
café con sombra normalmente se produce un
46.0% de biomasa de residuos representados en

pulpa, cascarilla y mucilagos, ademas de los
residuos del cultivo asociado mas frecuente que
son las musdceas en las cuales la biomasa residual
puede llegar a un 90. Un analisis de la calidad
bromatoldgica de esos residuos permite establecer
su potencial como alimento ensilado, ya que los
valores de proteina superan el 10% en la pulpa de
café y los residuos de musaceas pueden contener
alrededor del 5%. Asi, estos nutrientes pueden ser
reincorporados al sistema  mediante el
procesamiento como alimentos ensilados.

Como se dijo, la clave del ensilaje esta en reducir al
maximo la actividad microbiana en la etapa
aerdbica. Varios metidos son wusados para
determinar esta actividad: la tasa de respiracion
(consumo de 02 y emision de CO2), produccion de
ATP, biosintesis de macromoléculas, produccion y
liberacién de calor, transformaciones especificas
como: amonificacién, consumo de sustrato o
acumulacién de productos, actividad enzimdtico
total y especifica, tasa de mineralizacién de C, N, P
y S, dindmica de la materia organica y del humus,
densidad poblacional, biomasa, reacciones
guimicas especificas y observaciones microscépicas
"in Situ" (Guerrero-Ortiz, 2012), siendo de las mas
usadas la la actividad microbiana siguiendo la
metodologia de respirometria de Adani et al.,
(2004) y los protocolos de Vandevivere y Ramirez
(1995), quienes desarrollaron una metodologia
para estimular el crecimiento de |los
microorganismos nativos de un sustrato mediante
la adicién de glucosa.

Este articulo técnico tiene como objetivo
reportar los resultados del proceso de
fermentacién aerdbica en sustratos ensilados:
pulpa del café y residuos de musaceas.

Materiales y métodos

Para la preparacion de los ensilajes se empleé la
técnica de bolsa para lo cual se requirieron los
siguientes materiales:

e Bolsas de polipropileno para silo

e 5Kgde melaza de azucar

e 120 Kg de cereza de sustrato (café,
hojas y falso tallo de platano).

e C(Cinta transparente
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e Cuerda de polipropileno.

En el laboratorio se emplearon los siguientes
equipos

e Potencidmetro

e Termdmetro

o Muflas

e Destilador de agua
Balanza analitica
Pipetas

Buretas

Elemeyer

Frascos de vidrio
Beakers.

Vaso de precipitado
Cinta de parafina

Procedimiento

La primera fase del proyecto se realizd en la
granja experimental las Brisas, ubicada en el
municipio de lbagué, Tolima, a 1285 msnm, con
una temperatura promedio de 24 ° C y una
precipitacion anual de 1706.9 mm.

Alli se realizé el proceso de ensilaje que se llevé
a cabo después de conseguir los subproductos
organicos de la zona cafetera. Se procedié a
realizar el picado de los sustratos para dejar un
tamafio de particula no mayor a cinco cm.
Posteriormente, se llevo a cabo la mezcla y
homogenizacidon completa de los materiales a
ensilar con melaza, en proporcién 120Kg de
sustrato de café y 5kg de melaza, hasta que
guedara una mezcla homogénea.

La mezcla se procedié a depositarla en bolsas de
polipropileno asegurando que dicho material
quede bien aprisionado, llenando
correctamente todos los espacios y tratando de
extraer la mayor cantidad de aire de la bolsa.
Finalmente, se sellaron las bolsas para impedir
la entrada de aire.

En total se llenaron 24 bolsas cada una con 10kg
de la mezcla y se dividieron en dos grupos con
tres repeticiones cada uno. El tiempo de
ensilado fue de 30 dias. Cada semana se evalud

temperatura, materia seca, y pH , ademas se
estimo la  actividad  microbiana  por
respirometria siguiendo el protocolo de la
respiracion en jarras herméticas (Alef, 1995)
Asi, la respirometria se hace con un recipiente
de vidrio, dentro del cual se introduce un Beaker
de 10 cc. En el beaker se llena 10ml de NaOH al
1IN y se introducen en los frascos de mayor
tamafio que contienen el ensilaje.
Posteriormente se tapan los frascos y sellan con
papel parafilm, para evitar pérdidas de CO2
liberado. Luego se incuban los frascos a
temperatura ambiente. Pasadas 24 horas se
realiza la titulacion de la solucién de NaOH de
cada tratamiento, agregandole 2ml de BaCl2y 1
gota de fenolftaleina, esta soluicion se titula con
HCl al 1N y se registra el gasto de ml en cada
tratamiento

Las reacciones quimicas que se realiza son las
siguientes:
CO2 + 2NaOH - Na2C03 + H20 + NaOH

NaOH + BaCl2 - BaCO3 + 2NaOH
NaOH(no combinado) + HCI - NaOH +
H20

Adicién a las titulaciones de los diferentes
ensilajes se realiza una titulacion de un testigo
(frasco sin ensilaje), que nos dara el valor de
referencia para el calculo del CO2 al cual se le
restaran los mililitros gastados de NaOH en las
otras muestras.

Calculos

ml HCl(testigo) - ml HCl= ml de NaOH(muestra
problema transformada en Na2CO3)

ml de NaOH(convertido en Na2C02) x
N(Normalidad) del HCI x 22= mg de CO2.

Los resultados se reportan en gramos del
sustrato seco para lo cual se determina el
porcentaje de humedad de cada muestra.

Finalmente, se valué el comportamiento
microbioldgico de los ensilajes; para ello se
realizo recuento de UFC de hongos, levaduras,
Lactobacillus spp y presencia y ausencia de
Listeria spp, Salmonella spp y coliformes,
siguiendo los protocolo del Ilaboratorio de
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Diagnostico veterinario de la Universidad del
Tolima.

Resultados y discusion.

En el cuadro 1 se pueden observar los
resultados del anadlisis del producto final
ensilado. Hay que resaltar en este analisis que
materiales que normalmente se desechan en las
fincas, el analisis quimico demuestra la riqueza
nutricional representado en la proteina, similar

a cualquier pasto tropical, principalmente en el
ensilaje de pulpa de café y los residuos de
musaceas; ademas, los niveles de materia seca,
si bien son bajos, estos podrian mejorarse si se
somete el sustrato a procesos de oreo para
reducir el contenido de humedad.

El pH confirma que el proceso de ensilaje fue
adecuado en los distintos sustratos.

Cuadro 1. Andlisis quimico de ensilajes de sustratos orgdnicos de fincas cafeteras.

Materia  Seca FDN Proteina
Ensilaje (%) (%) (%) Cenizas (%) pH
Residuos de platano 8.4+0.8 50,7 5,3 15.2+0.1 3940
Pulpa de Café 17.7+0.7 61,6 11,7 11.620 3.810

Actividad microbiana.

En la figura 1 se observa la cantidad de didxido
de carbono producido semanalmente por
poblaciones microbioldgicas en diferentes
ensilajes en el transcurso de 4 semanas. Se
aprecia que el ensilaje con mayor respiracion y
por ende mayor poblacién microbioldgica fue el
ensilaje a base de vdastago de platano y que el
tratamiento que produjo mejor cantidad de
didxido de carbono fue el ensilaje a base de
café.
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Figura 1. Actividad microbiana semanal acumulada
en ensilajes de residuos organicos agricolas de la
zona cafetera: a) semestre Il de 2010, b) semestre
| de 2010.

Lo anterior sugiere que los subproductos de
café presentan una menor actividad
microbiana, posiblemente relacionada con la
presencia de metabolitos secundarios que
podrian inhibir esta actividad, aunque también
puede sugerirse que la mayor actividad
microbiana en el vastago de platano ensilado
corresponda a wuna mayor cantidad de
carbohidratos solubles.

Hay una relacidén entre la actividad microbianay
el tiempo transcurrido de fermentacion
aerdbica, tendiente a la disminucidon. Tal
tendencia se puedo observar en los sustratos de
pulpa de café y vastago de platano (figuras 2 y
3). El ensilaje a base de residuos de musaceas
presentd una tendencia lineal, encontrandose
un factor de determinacién (R? = 0,6) que
sugiere que el 60% de la respiracién puede
explicarse con el tiempo de fermentacion
trascurrido. En contraste, la tendencia de la
respiracion con el sustrato de pulpa de café
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sigue una tendencia polinédmica, cuyo R? sugiere
una mejor correlacién entre la respiracion vy el
tiempo transcurrido. Este modelo polindmico
podria ser usado con alta nivel de correlacion
para predecir la produccion de CO, por los
microrganismos, y por tanto la biomasa
microbiana (Mora Delgado et al., 2019), pues a
medida que trascurren los dias de ensilaje en su
primera etapa aérobica.

La produccion de CO, tienden a bajar
progresivamente ya que lo microorganismos no
pueden consumir mas energia, puesto que ya
han utilizado la gran mayoria de carbohidratos
solubles (. Alrededor de la segunda semana los
microorganismos estan trabajando con menor
eficiencia pues ya han alcanzado su maxima
produccién las pérdidas de azucares, producto
de la hidrdlisis del almiddn (Villalba, 2013).
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Figura 2. Actividad microbiana diaria en ensilaje a base de residuos de Platano.
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Figura 3. Actividad microbiana diaria en ensilaje a base de pulpa de café

A partir de la segunda fase de la fermentacion
se generan las condiciones favorables para el
desarrollo microorganismos anaerobios que
producen acido acético y lactico que bajan el pH.
Simultaneamente se inicia la  eliminacion de
microorganismos patodgenos intolerantes a

condiciones de pH acidos que puedan perjudicar
la composicidn del ensilaje (Holguin, 2016).

En las siguientes dos semanas o sea los dos
Gltimas, se dan las condiciones favorables para
obtener un alimento casi libre de patégenos que
causen daios a la salud de los animales, puesto
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gue ya se ha eliminado todo el oxigeno que se
encontraba dentro de la bolsa, dominan las
bacterias acido lacticas y el pH se estabiliza
alrededor de 3.8 (Holguin et al., 2018; Buxton et
al, 1996). A medida que pasan los dias se
presentan fluctuaciones de la actividad
microbiana siguiendo una tendencia inversa,
hasta llegar a niveles estables, en este caso
entre 5y 10 mg de CO,/gr de sustrato de pulpa
de café, momento en el cual el ensilaje esta listo
para ser suministrado a los animales (Figuras 2 y
3). El estudio de Li et al., (2017) indica que
cuando el pH desciende a 4,6 en el ensilaje maiz
y a 5,2 en el raigrds, la producciéon de CO2 vy los
cambios adicionales en el pH se redujeron
considerablemente. Esto refleja la supresion de
la actividad microbiana y una mayor produccion
de 4cido por la caida del pH.

En lo que respecta al conteo de microrganismos,
los resultados preliminares muestran la
presencia de los hongos Geotrichum sp. y
Penicillium sp. con un total entre 28 a 111
UFC/g, donde los ensilados de pulpa de café
mostraron los menores valores. En ninguno de
los ensilados se detect6 Listeria spp, Salmonella
spp ni coliformes, sin embargo, se cuantificé la
presencia de esporas Clostridium sulfito
reductoras entre 10 y 400 UFC/g y el recuento
de Lactobacillus spp se encuentra entre 10y 150
UFC/g.

Conclusion

Se puede concluir que la actividad microbiana
medida por espirometria constituye un
indicador til para estimar la presencia de
microrganismos aerdbicos y la reduccién de su
actividad en la fase inicial del ensilaje. El proceso
de ensilado utilizado en este estudio puede ser
optimizado para aumentar el numero de
bacterias acido lacticas (BAL) que eviten la
apariciéon de hongos en el proceso del ensilado.
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