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RESUMEN

La actividad porcina genera diariamente una gran cantidad de residuos conformados
por nutrientes y microorganismos que potencialmente contribuyen a la contaminacion
de agua, aire y suelos, y la subsecuente generacion de olores desagradables. Diversas
estrategias se han desarrollado para mitigar el efecto contaminante de las excretas
porcinas y aprovechar sus nutrientes; tal es el caso del ensilaje, que consiste en la
fermentacion de las excretas. En este estudio se evaluo el efecto del ensilaje del estiér-
col porcino adicionado con dos fuentes diferentes de carbohidratos y dos fuentes de
bacterias acido lacticas, sobre la reduccion de diferentes grupos de microorganismos.
Durante el proceso se observo la disminucion del pH (hasta 4.6) y la carga microbiana,
sobre todo para organismos coliformes (reduccion mayor a 5 logaritmos) y hongos
y levaduras, asi como la eliminacion total del grupo de enterococos; mientras que el
contenido de bacterias acido lacticas, principales responsables de la fermentacion,
permaneci6 constante. Los mejores resultados se observaron mediante el uso de sorgo
como fuente de carbohidratos en combinacion con suero de leche, subproducto de la
elaboracion de queso, como fuente de bacterias acido lacticas, tanto en disminucion
del pH como en la reduccion de algunos indicadores microbiologicos, incluidas las
bacterias productoras de acido sulthidrico. Mediante el ensilaje del estiércol porcino
se favorece la disminucion del pH por accion de las bacterias acido lacticas a niveles
que limitan la sobrevivencia de microorganismos asociados a contaminacion fecal, y
lo transforman en un producto seguro, desde la perspectiva microbiologica, para su
manejo y posible aprovechamiento subsecuente.
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ABSTRACT

Swine production generates every day a large amount of residues, including nutrients
and microorganisms, which potentially contribute to contamination of air, water and
soil, and generation of unpleasant odors. Many strategies have been developed in
order to mitigate the contaminant effect of swine manure and to take advantage of
its nutrients and beneficial compounds; silage is an example of these, and consists in
swine manure fermentation mainly under anaerobic conditions. The aim of this study
was to assess the effect of applying a process of silage to swine manure added with
two different sources of carbohydrates and two different sources of lactic-acid bacteria,
under the reduction of different microbiological indicators. Through the process, it was
observed the reduction of pH levels (until reaching 4.6) and microbial content, mainly
for coliforms (reduction greater than 5 log), molds and yeasts, and total elimination of
enterococci. On the other hand, significant decline was not reported for the lactic-acid
bacteria content, main responsible of fermentation process. Best results were observed
through using sorghum as a source of carbohydrates and cheese whey as a source of
lactic-acid bacteria, for both, decrease of pH and reduction of some microbiological
indicators, including bacteria that produce sulfuric acid. Therefore, silage process,
applied to swine manure, induces the decrease of pH for action of lactic-acid bacteria
until limit the survival of bacteria associated with fecal contamination, making of swine
a transformed and microbiologically safe residue for its handling and subsequent use.

INTRODUCCION

La produccion de carne de cerdo en México
es de aproximadamente 1 291 000 t al afio y en
su mayoria se concentra en los estados de Jalisco,
Sonora, Guanajuato, Puebla, Yucatan y Michoacan
(SIAP 2014).

Asociado a la produccion de carne, la actividad
porcina genera diariamente una cantidad importante
de desechos en sus unidades de produccion, princi-
palmente estiércol, cuyo manejo representa un gran
reto para los productores.

Se ha reportado que la excrecion fecal en cerdos
puede ser de hasta 1.35 kg de material fresco por cada
kg de materia seca ingerida, con un promedio de 25 %
de contenido de materia seca y alrededor de 70 % de
materia organica (Martinez et al. 2004).

No obstante, la cantidad y composicion del es-
tiércol porcino dependera de factores como el fin
zootécnico, edad de los animales, tipo de alimen-
tacion y condiciones de confinamiento (Sanchez y
Gonzalez 2005).

Las excretas pueden contener una cantidad sig-
nificativa de compuestos bioquimicos con posibles
aplicaciones, incluida la nutricion animal (Borges-
Gomez et al. 2003, Borquez et al. 2009, Bulkowska
etal. 2012, Moset et al. 2014), que favorecen el man-
tenimiento y proliferacion de una importante carga
de microorganismos propios de este tipo de residuos.

La microbiota del estiércol incluye diversas es-
pecies, principalmente de los géneros Escherichia,

Enterococcus, Clostridium, Bacillus, Listeria,
Salmonella, Campylobacter, algunos hongos y leva-
duras, e incluso algunos virus (Sahlstrom et al. 2008,
Masse et al. 2011, Zhang et al. 2011).

La combinacion de nutrientes y microorganismos
en el estiércol porcino, ademéas de su manejo defi-
ciente, ha provocado que la produccion de cerdos
contribuya con hasta un 13 % a la emision de gases
y compuestos de efecto invernadero (GyCEI) a nivel
mundial (707 000 t de gases como CO2, CHs y NO»)
(Steinfeld et al. 2006, FAO 2013a, FAO 2013Db, Phi-
lippe y Nicks 2015).

En México se ha reportado que la actividad porci-
na genera alrededor de 16 000 t diarias de estiércol y
la mayoria son arrojadas a tierras de cultivo, cauces
de rios y drenajes municipales (Garcia et al. 2010),
lo que contribuye a la contaminacion de mantos
acuiferos y otros recursos naturales.

Con el objetivo de mitigar el dafio ambiental que
puede provocar la excreta porcina, se han realizado
diferentes estudios para evaluar los efectos del uso
de procesos orientados a la descontaminacion de
este residuo.

Procesos como la fermentacion, acidificacion y
pasteurizacion, han mostrado reducir la carga micro-
biana del estiércol porcino, ademas de que algunos
de estos procesos favorecen la obtencion de biogas y
biofertilizantes. (Hiriart 1984, Caballero-Hernandez
et al. 2004, Lopez et al. 2008, Moset et al. 2014).

Una de las alternativas que ha resultado factible
para el tratamiento del estiércol porcino es el proceso
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de ensilaje (Castellanos-Aceves et al. 2010, Galindo-
Barboza et al. 2012).

Originalmente el ensilaje se defini6 como la
fermentacion lactica de materiales vegetales y fue
desarrollado como un método de conservacion de
forrajes bajo condiciones de anaerobiosis (Hiriart
1984, Muck 2010).

Mediante el ensilaje se controla la actividad
microbiana para inducir la fermentacion de carbohi-
dratos por las bacterias acido lacticas (BAL), con o
sin el uso de aditivos, lo que favorece las transfor-
maciones bioquimicas para el aprovechamiento de
los productos (Hiriart 1984, Muck 2010).

El mayor efecto de conservacion de los nutrientes
mediante el ensilaje se logra a través de la disminucion
del pH, que puede reducir los valores hasta 4.5 0 5.0,
lo que limita la sobrevivencia de microorganismos
competidores de las BAL (Hiriart 1984, Muck 2010).

El proceso de ensilaje no es exclusivo para ma-
teriales vegetales, ya que cualquier producto con
suficientes carbohidratos fermentables puede ser
ensilado (Herrera et al. 2015).

Especificamente, para el tratamiento de estiércol
porcino, se ha adecuado el proceso de ensilaje y ac-
tualmente se sabe que el producto resultante puede
ser aprovechado como ingrediente alternativo de bajo
costo en la alimentacién de animales (Castellanos-
Aceves et al. 2010).

Su uso en la suplementacion de animales, como
vacas en lactacion o cerdos en produccion, se ha
hecho sin mostrar disminucion de la productividad o
calidad de los productos (Smith et al. 2005, Sahlstrom
et al. 2008, Ruvalcaba et al. 2011a, Ruvalcaba et al.
2011b, Zhao et al. 2013).

Sin embargo, resulta necesario ampliar los esque-
mas de evaluacion para procesos como el ensilaje
de excretas, principalmente para generar evidencias
cientificas sobre la calidad e inocuidad del producto
que se obtiene, con la finalidad de hacer mas eficiente
su aprovechamiento o tratamientos posteriores.

El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto del proceso de ensilaje sobre la reduccion de
la carga microbiana del estiércol porcino a través
del monitoreo de diferentes grupos indicadores de
microorganismos y cambios en el pH.

MATERIALES Y METODOS

Microsilos experimentales

Para el experimento se colectd estiércol fresco
(menos de 24 horas) de cerdos en etapa de creci-
miento y desarrollo, de una explotacién porcina de

tipo intensivo ubicada en el municipio de Tepatitlan
de Morelos en Jalisco, el cual se utiliz6 para preparar
los microsilos experimentales.

En el estudio fueron considerados cuatro tra-
tamientos y un grupo testigo; cada tratamiento
(Cuadro I) consistié en una combinacion de estiér-
col fresco (85 % para tratamientos T1y T2; 91.5 %
para tratamientos T3 y T4), una fuente de BAL como
promotores de la fermentacion y un ingrediente con
alto contenido de carbohidratos.

CUADRO L. FORMULACION DE LOS SILOS EXPERIMEN-
TALES

Tratamiento

Ingredjente T1 T2 T3 T4 Testigo

Proporcion (%)"

Estiércol de cerdo 89.5 89.5 91.5 91.5 100

Sorgo molido 10 10 0 0 0
Melaza 0 0 8 8 0
Suero de queso 0.5 0 0.5 0 0
Bio-sile™ 0 0.5 0 0.5 0

"Los porcentajes estan calculados con base en el peso final del
microsilo en base humeda

El ingrediente rico en carbohidratos correspondid
a 10 % peso/peso (p/p) de sorgo para los tratamientos
T1y T2y, 8 % p/p de melaza con 50 - 60 % de azu-
cares (CONADESUCA 2016) para los tratamientos
T3 y T4.

La fuente de BAL consistié en un indculo comer-
cial denominado Bio-sile™ para los tratamientos T2
y T4 (0.5 % p/p; Lactobacillus plantarum y Pedio-
coccus pentosaceus, 9x10° UFC/g; Hansen, EUA),
mientras que la segunda consistio en suero de leche,
obtenido como subproducto de la elaboracién de
queso artesanal (tratamientos T1 y T3, 0.5 % peso/
volumen).

Paralelamente, a partir del suero de leche se recu-
peraron diferentes aislamientos bacterianos mediante
discriminacion morfologica colonial en medios de
cultivo selectivos para su posterior crioconservacion,
identificacion y caracterizacion (informacién no
incluida, articulo en proceso).

Como testigo negativo se utilizo estiércol de cerdo
sin la adicidon de una fuente de carbohidratos, ni de
bacterias acido lacticas.

Los microsilos fueron construidos en recipientes
de polipropileno estériles de 2.5 L de capacidad con
tapa hermética, en los cuales se depositaron las mez-
clas correspondientes a cada uno de los tratamientos.



250 J. M. Ruvalcaba-Gomez et al.

Para cada tratamiento se prepararon tres microsilos
(repeticiones) y se mantuvieron incubados a 25 °C
durante 21 dias.

Toma de muestras

Las muestras del interior de cada uno de los mi-
crosilos fueron tomadas diariamente para la determi-
nacion del pH y a los dias 0, 10 y 21 del tratamiento
para la evaluacion microbiolégica.

Las muestras fueron colectadas en condiciones
asépticas mediante el uso de sacabocados estériles
para evitar la ruptura del sello superficial del micro-
silo y las condiciones del mismo.

Cambios en el pH de la excreta

Para lamedicion del pH se tomaron 10 g de muestra
y se diluyeron en 50 mL de agua destilada estéril. E1 pH
fue determinado a partir del sobrenadante obtenido por
gravedad, utilizando un potenciometro portatil marca
Hanna® modelo HI 98127. La medicion se llevo a
cabo por duplicado (Sadzawka et al. 2005).

Evaluacion microbioldgica

Las unidades formadoras de colonia por gramo
(UFC/g) de bacterias mesofilicas aerobias (BMA),
hongos y levaduras (HyL), enterococos (ENT) y
BAL se determinaron a partir de diluciones decimales
seriadas de las muestras en agua estéril.

También se determino la cuenta de organismos
coliformes (pruebas presuntiva y confirmativa, OCTP
y OCTC respectivamente), organismos coliformes
fecales (OCF) y bacterias productoras de acido
sulfhidrico (BPAS) por la técnica del numero mas
probable (NMP/g). Ademas, se realizé la busqueda
de cepas patogenas de Escherichia coli'y Salmonella
spp. (Pérez et al. 2013).

Analisis estadistico

El disefio experimental consistio en un experi-
mento completamente al azar y los datos obtenidos
de los analisis microbioldgicos se transformaron a
valores base logio. La matriz de datos fue analizada
en el paquete estadistico SAS™ ver. 9.3 (SAS 2012).

Se emplearon los procedimientos de: modelo ge-
neral lineal (GLM), univariado y analisis de varianza
(ANDEVA); se utilizo un nivel de significancia de
a=0.05 y se complemento el analisis de varianza con
la comparacion de medias entre tratamientos con la
prueba de comparacion multiple de Tukey.

Adicionalmente se efectuaron analisis de aso-
ciacion (chi cuadrado) y correlacion (Pearson) con
un nivel de significancia de o = 0.05 en paquete
estadistico SPSS®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Disminucion del pH

Uno de los indicadores mas simples para eva-
luar el proceso del ensilaje sobre el valor nutritivo
de materiales con alto contenido de humedad es el
pH. En general un valor de pH bajo en ensilados es
deseable, debido a que este indica que ha ocurrido
una fermentacion con produccion de acido lactico
(Herrera et al. 2015).

En este estudio, los resultados mostraron que el
proceso de ensilaje en todos los tratamientos favo-
recid la disminucion del pH del estiércol (Fig. 1).

Al inicio del proceso los valores de pH de los
tratamientos T3 y T4 fueron diferentes significativa-
mente (p < 0.05) a los de los tratamientos T1, T2 y
el testigo (5.77 £ 0.12 y 5.83 + 0.06 vs 6.93 £ 0.06,
7.03 £ 0.06 y 6.72 + 0.05, respectivamente).

7.0 —=—T1
—e—T2
—A—T3
6.5 —v—T4
—<¢— Testigo
6.0
T
Q.
5.5
5.0
4.5+
T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25

Dias transcurridos

Fig. 1. Valores de pH durante el proceso de ensilaje de estiércol
porcino. T1: Tratamiento 1 (Estiércol+sorgo+suero de
queseria); T2: Tratamiento 2 (Estiércol+sorgo+cultivo
iniciador); T3: Tratamiento 3 (Estiércol+melaza+suero de
queseria); T4: Tratamiento 4 (Estiércol+melaza+cultivo
iniciador); Testigo: Estiércol sin aditivos

En general, el pH disminuy6 en los primeros 10
dias del proceso de ensilaje, con lo que alcanzo valo-
res de 4.8 +£0.07 para los cuatro tratamientos. A partir
del onceavo dia, la disminucion del pH fue menor.

Al final del experimento (dia 21), el pH del grupo
testigo se mantuvo superior (pH 5.31+£0.10, p<0.05)
respecto a los demas tratamientos.

Estadisticamente, el tratamiento T1 fue el que
mayor disminucion de pH registr6 (pH final de 4.60
+ 0.01), lo que marco una diferencia significativa
(p <0.05) respecto al valor del pH de los tratamientos
T2, T3y T4 (pH de 4.7 £ 0.02).
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Desde la perspectiva del pH, los niveles alcanza-
dos indican que el proceso fue adecuado, debido a
que se ha establecido previamente que un ensilado
con humedad superior al 65 % que tiene valores de
pH inferior a 4.8, es considerado un ensilado de buena
calidad (Herrera et al. 2015).

Evaluacion microbiolégica

Al inicio del estudio todos los tratamientos se
encontraron en igualdad de condiciones referente al
contenido de bacterias para la mayoria de los grupos
indicadores incluidos.

Los grupos en mayor abundancia al inicio del
proceso fueron los ENT (8.38 + 0.56 logio UFC/g) y
BAL (8.7+0.22 logio UFC/g), seguidos por los OCT
y OCF (6.7 + 0.32 logio NMP/g), BMA (6.6 £+ 0.54
logio UFC/g) y las BPAS (6.19 £ 0.57 logio UFC/g)
(Fig. 2, Cuadro II).

El indicador en menor proporcion al inicio del
experimento fue HyL (3.61 + 0.46 logio UFC/g).
Soélo se registraron diferencias estadisticas entre tra-
tamientos al inicio del proceso para los contenidos
de ENT y BAL (p <0.05).

Los efectos de la fermentacion acido lactica se
observaron desde el dia 10 del monitoreo, debido a
que en ese tiempo se registraron disminuciones im-
portantes en el contenido de todos los grupos indica-
dores; en tanto que se mantuvo elevada la proporcion
de BAL (entre 6.5y 7.5+ 0.31 logio UFC/g).
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El mayor efecto de disminucion de la carga mi-
crobiana se observo al final del proceso de ensilaje
(dia 21), donde la proporcion de OCT y OCF se redu-
jo hasta valores de entre 1 y 2 logio NMP/g. Mientras
que los ENT habian llegado a niveles por debajo del
limite de deteccion de los métodos utilizados.

Al dia 21 los contenidos de BMA, HyL, BPAS
y BAL presentaron diferencias significativas con
respecto al contenido registrado al inicio del proceso
de ensilaje (p < 0.05), con disminuciones de entre 1
y 3 logio UFC/g para todos los tratamientos. Por su
parte, el tratamiento T2 fue el que presenté menor
proporcion de HyL y BPAS al dia 21.

En términos de reduccion total del contenido de
bacterias, las BMA presentaron el menor nivel de
reduccion y en promedio quedaron en niveles de
entre 4y 5 + 0.89 logio UFC/g.

No obstante, las BMA no podrian considerarse
como determinante de la inocuidad del ensilado,
debido a que involucran una gama amplia de géneros
bacterianos tanto aerobios como anaerobios faculta-
tivos y obligados.

Niveles mayores de reduccion fueron observados
para OCT y OCF debido a que al final del proceso
de ensilaje, los OCT se redujeron a niveles alrededor
de los 2 +0.35 logio NMP/g, sin mostrar diferencias
significativas entre tratamientos (p > 0.05).

Por otra parte, para OCF se observé mayor reduc-
cion en el tratamiento T1 en relacion al resto de los

CUADRO II. DETERMINACION DE DIFERENTES GRUPOS INDICADORES DE MICROORGANISMOS DURANTE EL

ENSILAJE DE EXCRETAS PORCINAS

BMA! HyL! OCT? OCF? ENT! BPAS? BAL!

Tratamiento

Concentracion inicial (log10 UFC/g o NMP/g)
T1 6.84% +£0.17 436* £032 6.82°+0.38 6.82% +0.38 845+ 0.16 578* +0.51 8.67*" +£0.28
T2 6.29° £0.87 4.20%°£0.17 6.75°+£0.49 6.53° £0.45 8.59*°+£038 6.32° £0.75 851° £0.08
T3 635" £0.54 430° £1.5  6.57%+0.16 6.57% £0.16 7.65° £0.57 596°% +037 8.70*" +£0.09
T4 6.94° £0.08 4.45* £023 6.92%+022 679* £022 884* +0.12 670 +0.33 892* +0.22
Testigo 8.71° £0.25 3.45° £0.05 7.04* +0.0 7.04* +0.0 HHE HHE 7.83¢ +0.03
Tratamiento Concentracion final (log10 UFC/g o NMP/g)
T1 5959 £0.75 3.24° 033 2.15%+0.17 1.25° £0.62 0.00? 3.63%°+0.0 548° +0.02
T2 4943%°+£0.17 1.00® £1.73 1.83%+0.23 1.52% +£0.05 0.00? 336° £0.0 5.74% +£0.10
T3 499%°£151 1.70% £2.94 1.52°+£0.05 1.49° £0.0 0.00? 4.04% £0.12 5.93%°£0.01
T4 44351023 4.66% +£0.15 2.06%+0.50 1.49°% £0.0 0.00? 3.86%°+£0.19 6.24% +0.37
Testigo 3.56° £0.03 2.11% £0.09 1.49* £0.0 1.49% £0.0 HAK HAK 6.04° £0.13

Los resultados estan expresados en logl0 de "UFC o 2NMP de cada uno de los indicadores microbioldgicos. ® ® Medias dentro de la
misma columna que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05).***Informacion no disponible. (OCT, OCF)
Organismos coliformes totales y fecales; (H y L) Hongos y Levaduras; (ENT) Enterococos; (BPAS) Bacterias productoras de acido
sulfhidrico; (BMA) Bacterias mesofilas Aerobias; (BAL) Bacterias 4cido lacticas
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Fig. 2. Comportamiento microbiologico del ensilado de estiércol porcino con diferentes formulaciones. Tratamiento
T1: Estiércol+sorgo+suero de queso; Tratamiento T2: Estiércol+sorgo+cultivo iniciador; Tratamiento T3:
Estiércol+melaza+suero de queseria; Tratamiento T4: Estiércol+melaza-+cultivo iniciador. (OCT, OCF) Or-
ganismos coliformes totales y fecales; (H y L) Hongos y levaduras; (ENT) Enterococos; (BPAS) Bacterias
productoras de acido sulthidrico; (BMA) Bacterias mesofilas aerobias; (BAL) Bacterias acido lacticas

tratamientos (p < 0.05), con lo que se disminuy¢ al
nivel de 0.6 log10 NMP/g en comparacién con 1.49
log10 NMP/g para el resto de los tratamientos.

En contraste, las BPAS se mantuvieron presen-
tes hasta el final del proceso, pero con reducciones
considerables en las determinaciones. Este grupo de
bacterias se redujo mas en los tratamientos T1 y T2
en relacion a lo determinado para los tratamientos
T3y T4 (p <0.05).

El medio de cultivo utilizado para BPAS fue
medio leche fierro, para determinar el fenomeno
“fermentacion tormentosa” (fermentacion de la leche
y fractura del cuajo), que es utilizado como prueba
presuntiva para especies del género Clostridium,

que esta asociado a la produccion de olores inde-
seables caracteristicos del estiércol (Navarro et al.
2009).

Las bacterias del género Clostridium se han
reportado como parte de la microbiota del estiércol
porcino y se caracterizan por ser anaerobios obliga-
dos, esporulados, con crecimientos a temperaturas de
entre 30 y 37 °C a pH de 6.5 a 7 (Zhu 2000), lo que
dificulta su eliminacion.

Sin embargo, la reduccion determinada en el
presente estudio para BPAS podria ser un factor
clave en la eliminacion de malos olores.

Ademas, la hidrolisis de carbohidratos, proteinas
y acidos grasos asociadas al proceso de fermentacion
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acido lactica (Hansen y Schieberle 2005), se puede
relacionar con cambios percibidos en el olor de la
excreta durante el proceso de ensilaje, que fue menos
desagradable al olfato al final del proceso.

Para confirmar los cambios en las caracteristi-
cas sensoriales del estiércol, es necesario realizar
estudios que incluyan la mediciéon de compuestos
asociados al olor, como es el andlisis de compuestos
volatiles, entre otros.

Es importante mencionar que los niveles de re-
duccion del contenido de bacterias en los tratamien-
tos incluidos son comparables con las reducciones
reportadas mediante la aplicacion de otro tipo de
tratamientos.

Masse et al. (2001), a través de digestion anae-
robia a 24 °C, reportan reducciones de entre 2.6 y
2.9 logio tanto para OCF como para Salmonella
respectivamente, a partir del dia 7 de tratamiento y
con reducciones totales a los 28 dias.

Sin embargo, los autores de dicha referencia
reportan reducciones poco significativas para Clos-
tridium perfringens y Enterococcus spp. con este
tratamiento (entre 0 y 0.8 logio); en contraste con lo
obtenido en el presente estudio, donde se observo la
eliminacion completa de los ENT.

Otro tratamiento comparable en niveles de re-
duccidn de cuentas bacterianas en estiércol es la
pasteurizacion.

Sahlstrom et al. (2008) reportan que para
eliminar los enterococos en residuos biologicos
utilizados para la produccion de biogas, es nece-
sario aplicar pasteurizacion a 70 °C durante 30
min, con lo que ademas se elimina en su totalidad
OCT y OCF.

No obstante, a pesar de la intensidad del trata-
miento, los autores reportan conteos de mas de 4 logio
UFC/g para C. perfringens posterior a la aplicacion
del tratamiento.

Los resultados obtenidos en esta investigacion
también son comparables, ¢ incluso superan a al-
gunos reportes, en los que se evalua el efecto de la
acidificacion a temperatura ambiente de estiércol o
el uso de biofiltros sobre la reduccion del contenido
de bacterias (De la Torre et al. 2000, Sahlstrom et
al. 2008, Zhang et al. 2011, McCarthy et al. 2015).

En contraste, sobre la presencia de BAL en todos
los tratamientos, no se observé reduccion significati-
vay al dia 21, la cantidad de estos microorganismos
se mantuvo en el orden de los 6 logio UFC/g.

Es importante mencionar que en los tratamientos
T3 y T4 se determinaron las mayores concentraciones
de BAL al final del proceso, en comparacion con los
tratamientos T1 y T2 (p < 0.05).

El grupo de las BAL incluye un conjunto amplio
de géneros relacionados por sus caracteristicas tanto
morfoldégicas como fisioldgicas, y cuya actividad
principal es la produccion de acido como resultado
de la fermentacion de carbohidratos, por lo que son
consideradas como determinantes en los ensilados
(Axelsson 2004).

Diversos factores, como el contenido y tipo de car-
bohidratos y concentracion de materia seca, influyen
en la prevalencia de las BAL durante la fermentacion
de los silos, asociado ademas a las caracteristicas
propias de estas bacterias como la osmotolerancia y
su diversidad metabdlica (Woolford 1984, McDonald
etal. 1991, Oude Elferink et al. 1999).

Lo observado en este estudio coincide con el com-
portamiento tipico de las BAL en ensilados, que incluye
un aumento en su concentracion durante las etapas
iniciales del proceso, para posteriormente disminuir a
medida que el pH desciende y se limita la disponibi-
lidad de nutrientes (Kim et al. 2016, Ni et al. 2017).

Para ensilados de produccion se ha reportado
que los géneros de BAL predominantes son Lacto-
bacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus,
Lactococcus'y Streptococcus que, en su mayoria, son
bacterias anaerobias facultativas y mesofilas, con la
capacidad de acidificar el medio a niveles de pH de
entre 4 y 5 (Oude et al. 1999).

Adicionalmente, se ha establecido que el proce-
so de ensilaje de materiales vegetales debe incluir
cuatro fases principales diferenciadas: aerobica, de
fermentacion, estable y de deterioro (Weinberg y
Muck 1996, Merry et al. 1997).

Las tres primeras fases corresponden a una dismi-
nucion importante en los valores del pH, reduccion de
indicadores microbiologicos y aumento en la acidez,
mientras que en la etapa final se deben mantener los
niveles de BAL y de acidez, para poder asi realizar
la apertura del silo (Weinberg y Muck 1996, Merry
etal. 1997).

En el presente estudio fue posible diferenciar las
cuatro fases del proceso de ensilaje, a efecto de los
cambios en el pH que, a su vez, favorecieron la dismi-
nucion de los indicadores microbiolégicos incluidos.

Referente a la busqueda de microorganismos pa-
togenos, es importante sefialar que en el desarrollo
experimental las determinaciones fueron negativas
para aislados o cepas patogenas de Salmonella spp.
y Escherichia coli.

Asociacion de los componentes del ensilado con la
disminucién de la carga microbiana

Se determind el efecto de la fuente de carbohidra-
tos (FC) y la fuente de BAL (FI) en la disminucion
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de los diferentes indicadores microbioldgicos (Cua-
dro III).

El descenso del pH es deseable en los procesos
de ensilaje y, en ese contexto, se observéd que en los
tratamientos con sorgo y suero de leche (tratamiento
T1), hubo niveles mas bajos de pH en comparacion
con lo observado en los tratamientos con melaza o
con el cultivo iniciador comercial (p < 0.05).

Especificamente con el uso de sorgo (tratamientos
T1 y T2) en contraste con el uso de melaza (trata-
mientos T3 y T4), se observé una mayor disminucion
en la cantidad de HyL, debido a que el contenido de
este grupo de microorganismos al final del proceso
fue menor en los tratamientos con sorgo como fuente
de carbohidratos.

El mismo comportamiento en el contenido de HyL
se observo para los tratamientos que incluyeron suero
como fuente adicional de BAL, en relacion con los
que incluyeron el cultivo iniciador.

Por su parte, la FC parece no ser determinante
para la reduccion o eliminacion de OCT, OCF y
ENT, debido a que las reducciones observadas para
estos indicadores fueron independientes de la FC e
incluso de la FL.

En contraste, tanto la FC como la FI tuvieron efecto
sobre la reduccion de las BPAS, ya que menor contenido
de este grupo de bacterias se observo en los tratamientos
con sorgo en relacion con los que incluyeron melaza.

De igual manera se observé mayor disminucioén
de las BPAS en los tratamientos con suero obtenido
de queso en comparacion con los que incluyeron el
cultivo iniciador comercial (p < 0.05).

Las mayores reducciones de los grupos indicado-
res fueron observadas en los tratamientos con sorgo
como FC respecto a los tratamientos con melaza; este
resultado podria estar relacionado con el hecho de que
el sorgo podria aumentar el contenido de materia seca
en el ensilado y generar una mezcla mas homogénea.

A diferencia del uso sorgo, el de melaza, cuya
viscosidad la vuelve un material mas dificil para
su homogeneizacién durante el preparado, genera
mezclas heterogéneas y de dificil manejo (Titterton
y Barreba 2001).

Los resultados obtenidos mostraron que el suero
proveniente de queso fue mejor como FI en relacion
al uso de cultivo iniciador para la disminucién del
pH y control de algunos indicadores microbiolégicos
(Cuadro I1I).

CUADRO III. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBOHIDRATOS (FC) Y LA FUENTE DE BAL (FI) SOBRE LA REDUCCION
DEL pH y BACTERIAS DURANTE EL ENSILAJE DE ESTIERCOL PORCINO

Indicador microbiolégico

BMA! HyL' oCT? OCF? ENT! BPAS? BAL! pH

Concentracion Inicial (logl0 UFC/g o NMP/g)

FC/FI

Sorgo/Suero (T1) 6.84°+0.17 436%+0.32 6.82%+0.38 6.82°+0.38 845%°+0.16 5.78%+0.51 8.67**+028 6.93%+0.06
Sorgo/Biosile (T2) ~ 6.29°+0.87 420%°£0.17 6.75°£0.49 6.53%+045 8.59*°+£0.38 632°£0.75 8.51°+£0.08 7.03%+0.06
Melaza/Suero (T3)  6.35°+0.54 430°+£15 657°+0.16 6.57°+£0.16 7.65°+0.57 5.96°+£0.37 8.70**+0.09 5.83°+0.12

Melaza/Biosile (T4) 6.94 P+0.08 445023 6.929+022 679%°+0.22 884%+0.12 6.70°+0.33 8929+022 5.83°+0.06
Testigo 8.71°+£0.25 3.45°+£0.05 7.04°+0.0 7.04%+ 0.0 o ok 7.83°£0.03 6.95%+0.19

Concentracion final (log10 UFC/g o NMP/g)

FC

Sorgo (T1,T2) 54524074  1.89%+1.74 1994025 1.38%+0.43 0? 3.48°+0.15 5.61°+£0.16 4.65°+0.55
Melaza (T3, T4) 4.66°+0.98 2.80°+247 1.77°+0.44  1.49°+0.0 0? 3.95°+0.18  6.08°+029  4.70°+0.0
Testigo 3.56°+0.03 2.11°+0.09 1.49°+0.0  1.49%+0.0 ok ok 6.04%°+0.13  5.30°+0.02
FI

Suero (T1, T3) 557°+1.46 1.62°+222 1.82°+0.37 1.36°+0.42 0? 3.84°+ 023  5.70°+025 4.65°+0.06
Bio-sile™ (T2, T4)  4.67°+0.33  2.83"+£229 195°+0.37  1.50°+0.03 0? 3.61°£030 5.99%°+0.37  4.70°+0.0
Testigo 3.56°+0.03 2.11°+0.09 1.49°+0.0  1.49%+0.0 ok ok 6.04%°+0.13  5.30%+0.02

Los resultados estan expresados en logl0 de "UFC o 2NMP de cada uno de los indicadores microbioldgicos. ® ® Medias dentro de la
misma columna que no comparten una letra son significativamente diferentes (p<0.05).***Informacion no disponible. (OCT, OCF)
Organismos coliformes totales y fecales; (HyL) Hongos y Levaduras; (ENT) Enterococos; (BPAS) Bacterias productoras de acidosul-
fthidrico; (BMA) Bacterias mesdfilas Aerobias; (BAL) Bacterias acido lacticas.
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Este resultado podria estar asociado a una mayor
diversidad de BAL en el suero, lo que favoreceria
mayor acumulacion de acidos organicos, metabolitos
secundarios y sustancias diversas que producen estas
bacterias (Parra 2010).

Con respecto al grado de relacion entre varia-
bles, a través del anélisis de chi cuadrado (X?), se
observaron relaciones significativas (p < 0.05) entre
el pH de los microsilos y el contenido de algunos
grupos de microorganismos como HyL, OCF, ENT,
BAL y BPAS

De manera similar, a través del analisis de corre-
lacion, se corrobord que la disminucion de algunos
de los grupos indicadores esté correlacionada signi-
ficativamente (p < 0.05) con la disminucién del pH,
incluido el contenido de BMA (p = 0.429), OCT
(p = 0.850), OCF (p = 0.820), ENT (p = 0.667) y
BPAS (p =0.500).

Por lo tanto, se puede inferir que el pH es una de
las variables determinantes para la reduccion de la
carga microbiana de la excreta porcina.

La disminucién del pH en la excreta se puede
relacionar con la presencia de las BAL (principales
responsables de la fermentacion), que, aunque dis-
minuyeron junto con el pH (P =0.514, p <0.05), al
final del proceso fue el grupo de mayor abundancia
en relacion con el resto de los grupos indicadores
evaluados.

Los resultados sugieren, por lo tanto, que es
importante para el ensilaje de excretas porcinas
mantener una abundancia relativa alta de BAL para
lograr la reduccion del pH y limitar la sobrevivencia
de microorganismos no deseados.

CONCLUSIONES

El uso de bacterias acido lacticas y una fuente
de carbohidratos, como promotores para el estable-
cimiento del ensilaje, resultd una estrategia efec-
tiva para reducir la carga microbiana del estiércol
porcino.

Los resultados se asociaron principalmente a la
disminucion del pH como factor determinante y que,
a su vez, se relaciono directamente con la cantidad
de BAL presentes en el proceso, que ademas se favo-
recio con la inclusion de sorgo como fuente alterna
de carbohidratos.

La disminucién de la carga microbiana del es-
tiércol podria contribuir a la descontaminacion de
las excretas porcinas con fines de inclusion en un
esquema de aprovechamiento y manejo integrado
de residuos.
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