PROTEOLISIS EN LOS ENSILADOS Y SU
VALORACION

Por M.eE. de la Concha Viazquez (1)
M.aC. Carpintero Gigosos (2)

I. Efecto de diferentes conservadores sobre la proteolisis en en-
silados de gramineas y leguminosas

INTRODUCCION

En una planta en crecimiento, del 75 al 90 por ciento de su nitrogeno total se en-
cuentra en forma de proteina. Inmediatamente después de ser cortada, las proteasas de
la propia planta hidrolizan las proteinas, a compuestos nitrogenados, y en unas 12 a
24 horas, de un 20 a un 25% del nitrogeno total es convertido en nitrogeno no protei-
co.

Ohyama '% "' encontrd que en el dactilo después de cinco dias de marchitado, la
proteolisis habria alcanzado el 50 por ciento, mientras que cuando el forraje se ensild
rapidamente después de cortada la planta, la proteolisis solo alcanzo el 12 por ciento
en el mismo periodo de tiempo.

Debido a los procesos proteoliticos, el nitrogeno no proteico que representa aproxi-
madamente de un 20 a un 25 por ciento del total de los compuestos nitrogenados en
los forrajes verdes, puede llegar a constituir entre el 50 y el 80 por ciento del nitrogeno
total 4. El contenido en nitrégeno no proteico se vio que aumentaba durante un pe-
riodo de 12 a 14 horas después de ensilado de 200 g./Kg. N.T. a 400 g./Kg. N.T.*.
Kemble 5 encontré que el 60 por ciento del nitrogeno total estaba como nitrégeno no
proteico a los 16 dias de ensilar la hierba en ausencia de microorganismos.

El pH o6ptimo para la actividad de las proteasas de la planta es del orden de 5.0 a
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6.0. Macpherson © ha encontrado que la obtencién de un pH de 14'3 durante el ensila-
je, evita una posterior proteolisis; pero mas recientemente Carpmterp y col.* encon-
traron que aplicando directamente un 4cido, para alcanzar en el ensilado un pH ini-
cial bajo, esta proteolisis quedaba restringida pero no eliminada. _

Ademas de la hidrolisis de las proteinas a compuestos nitrogenados por las enzimas
de las plantas, puede darse una ruptura de aminoacidos, particularmente los dcidos
glutaminico y aspartico, son degradados por la accién de las decarboxilasas de la pro-
pia planta.

MATERIAL Y METODOS

a) Preparacion del ensilado

El forraje, formado por tres leguminosas: alfalfa (Medicago sativa var. E_grc_ma). tre-
bol blanco (Trifolium repens var. California Ladina) y trébol violeta (7rifolium pra-
tense var. Piramo) y 4 gramineas: dactilo (Dactylis glomerata var. Lana roskilde), fes-
tuca elevada (Festuca arundinacea var. Raba), ray-grass inglés (Lolium perenne var.
Belida) y ray-grass italiano (Lolium multiflorum var. Sabalan), proceden de un primer
corte anual, en primavera, de praderas temporales en experiencia situadas en la Esta-
cién Agricola Experimental de Ledn.

El material, una vez segado en el campo, fue trasladado inmediatamente al labora-
torio y troceado con tijera a un tamafio aproximado de 10 mm. ' .

Una muestra media de cada especie fue ensilada, por duplicado en microsilos expe-
rimentales (capacidad aproximada de 100 gramos cada uno). EI forraje se empaqueto
ciudadosamente procurando eliminar la mayor cantidad posible de aire en su Interior.

El tubo de vidrio fue cerrado con tapén de goma perforado por un dispositivo plas-
tificado en forma de «trap», cuyo cierre con agua permite el escape del gas desprendi-
do en la fermentacién y evita la entrada de aire del exterior. De esta forma se mantie-
nen dentro del silo las condiciones anaerobias esenciales para una buena fermentacion
durante el tiempo que dura la experiencia. i .

Los silos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 61 dias. Una vez abiertos
s€ tomaron muestras de cada uno de ellos para su analisis. Los resultados vienen ex-
presados en la tabla I.

b) Métodos analiticos

Forrajes: La Materia seca (M.S.) fue determinada por desegacién en estufa de aire
forzado a 105°C, hasta peso constante. El contenido en carbohidratos solubles en agua
f}le determinado por el método de Barnett 2 sobre el forraje sin secar, para ello se rea-
iz6 la extraccién sobre 25 gramos de material recién cortado con 200 ml. de agua fria
€0 un microtriturador durante cinco minutos. Una vez filtrada la solucion a triwes_'. de
11€s capas de gasa, se precipit6 la proteina sobre una parte alicuota (100 ml.) afiadien-
do 5 ml. de 4cido sulfiarico 0.1 N, y llevando la solucion a ebullicion. Una vez fria, se
filtré de nuevo a través de papel Watman n.c 242 y se continud sobre la solucion la
determinacign colorimétrica con antrona, utilizando como patron glucosa.

Eqsilados: La determinacion de la materia seca se realizé liofilizando la muestra
Previa congelacion a ~250C., -

La determinacién del [(J:H carbohidratos solubles y nitrogeno volatil (N-NH,) fue
realizada sobre ensilado recién sacado del silo. El resto de las determinaciones se hi-

-110-

cieron sobre muestra seca liofilizada. La medida del pH se hizo sobre maceracién
acuosa de la muestra con un pH-metro Radiometer. El contenido en carbohidratos so-
lubles se determind de igual forma a como se describe para los forrajes, previa neutra-
lizacion de la parte alicuota tomada de la extraccidén acuosa para evitar que una aci-
dez demasiado baja hidrolizase las fructosanas de las gramineas.

El nitrogeno total (N-total) fue determinado por el método de Kjeldahl, el nitrogeno
volatil (N-NH,) nitrégeno soluble (N.S.) en agua caliente y nitrégeno proteico (N-
prot.), fueron determinados por los métodos de McPherson descritos por McDonald 7.

Se llevaron a cabo dos experimentos para ver el efecto de algunos tratamientos so-
bre la proteolisis en ensilados de gramineas y leguminosas.

Experimento 1

El trébol blanco, procedente del dltimo corte anual en otofio, y con un contenido en
materia seca (M.S.) de 170 g./Kg. v 41.2 g./Kg. de carbohidratos solubles (M.S.) fue
ensilado por duplicado para cada tratamiento.

Se emplearon silos de laboratorio de 1.5 Kg. de capacidad. Estos silos van cerrados
a ambos extremos con tapones de goma perforados por sendos tubos. El inferior cerra-
do mediante una llave, permite la salida del efluente producido antes de abril el silo, y
el superior deja escapar el gas carbdnico producido en la fermentacién, que en este
caso es recogido en una solucién saturada de hidréxido de bario que actiia ademas
como cierre de la entrada de aire.

Los tratamientos utilizados fueron los siguientes:

— Testigo (sin aditivo).

— Calor (1 hora a 60°C).

— Formaldehido: 4 1/t de formalina, equivalente a 6 gramos de formaldehido
puro/100 g. P.B.

La solucién de formalina (solucién de formaldehido al 40%) fue esparcida regular-
mente sobre una muestra que se ensilé inmediatamente. Una cantidad equivalente al
volumen de formalina utilizada, fue adicionada de agua, en el silo testigo y calentado.

Los silos, mantenidos a temperatura ambiente, fueron abiertos después de 82 dias, ¥
analizados.

Sobre el material recién extraido del silo fue determinado el contenido en M.S. por
liofilizacion vy las fracciones nitrogenadas y de carbohidratos solubles por los métodos
descritos anteriormente.

Los resultados vienen expresados en la tabla I1.

Experimento 2

Se eligieron dos especies diferentes de plantas, ray-grass italiano (Lolium multiflo-
rum var. Sabalan) y trébol violeta (Trifolium pratense var. Pdramo), que se ensilaron
con distintos conservadores. Se intentaba comparar el efecto de éstos en la fermenta-
cion y conservacion de la proteina.

Ray-grass con 146.5 g./Kg. de materia seca y un contenido en carbohidratos solu-
bles de 156.9 g./Kg. M.S., y trébol violeta con 149.7 g./Kg. de materia seca y un 75.4
g./Kg. (M.S.) de aziicares solubles fueron ensilados en muestra doble en microsilos de
80 gramos de capacidad. El material, inmediatamente de ser cortado y troceado en el
laboratorio fue tratado con el conservador y posteriormente ensilado.

Para cada una de las especies fueron aplicados seis tratamientos distintos. Estos fue-
ron los siguientes:
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- Acido formico.

- Acido férmico + formaldehido.

~ Acido formico + calor (1 hora a 55°C).

= Acido férmico + calor (1 hora a 110°C).

= Calor (1 hora a 55°C).

- Calor (1 hora a 110°C).

No se considerd un tratamiento testigo sin conserva
do de azicares de los forrajes era bajo, principalmente
cias en los ensilados tratados con el testigo logicamen
ello el efecto de los conservadores se estudiard comparan
formico.

Las dosis de los conservadores, acido férmico y
para cada especie. Estas dosis fueron las siguientes:

Graminea:

= Acido férmico: 3.3 1/t (acido del 85%). .

- Formalina: 6.6 1/t (4.9 g. de formaldehido/100 g. P.B. del forraje).

Leguminosas:

= Acido formico: 6.6 1/t (dcido del 85%). ;

— Formalina: 6.6 1/t (8,5 g. de formaldehido/100 g. P.B. del forraje). :

El tratamiento con calor fue siempre previo a la adicion del conservador. Las ~m'ucfs_'
tras troceadas y metidas en bolsas de plastico fueron colocadas en estufas a diblll]}d.\
temperaturas: 55 y 110°C, durante una hora. Una vez fuera ¢l conservador fuc espar-
cido sobre la muestra caliente y ensilada.

Estos silos fueron abiertos después de 68 dias. Sobre dicho ma

Materia seca, carbohidratos solubles (sobre muestra liofilizada) y

nitrogenadas,

Los resultados se expresan en la tabla II1.

dor ya que, dado que el conteni-
en las leguminosas. las diferen-
te serian siempre grandes. por
dolo con el tratado con acido

formaldehido, fueron diferentes

terial se determino
diversas fraccioncs

RESULTADOS Y DISCUSION

b) Métodos analiticos
tall]zscfrﬁpzs;;:;é“ quimica de los forrajes y ensilados analizados vienen dados en las
culgr?zisoé]tenidos altos en M.S. de algunas de las leguminosas
bajo par ¢l estado de_ madurez avanzado de la planta y esto po
corte l.'m'a los Carbohldratos solubles. Np obstante, y dado que se
en los trl'ct? en primavera, el nivel de azucares solubles es bastante e
floracig tboles. La alfalfa, sin embargo se engontraba ya en estadF)
una buen y ello se reflej6 en un bajo contenido en carbohidratos,
emonsadc‘)nservauén sin aditivos. .
contenidg e deS'tacar la diferenmq entre el ray-grass nglc
cion, se y 0 dzucares. En este ultimo, a su m,a},for conteni :
1eni& ne el debido al estado vegetativo mas joven, puesto de manit
: 0 en MS mas bajo.

del ?{?r:gzten!d_os en M.S. de los ensilados son, en gencra
fue suﬁcjienongmal‘ En los ensilados de z?l'falfa y trébol blar
dosihs '€ para una buena fermentaciéon ¥y es'to se traduj ilo
"¢ todo en la alfalfa y en pérdidas de nitrogeno en forma amoniaca

y gramineas, €8s conse-
dria explicar un valor
trata de un primer
levado, sobre todo
muy avanzado de
insuficientes para

1és y el italiano respecto a su

do por su propia diferencia-
fiesto en un con-
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nco, el nivel de azucares no
o en un valor de pH eleva-
| que resulta-
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ron muy elevadas en el caso del trébol blanco. Con el trébol violeta, el incremento de
azicares iniciales del forraje tuvo un efecto positivo en la conservacion, obteniéndose
valores de pH mas bajos y un 40% de los carbohidratos iniciales. La proteolisis fue
menor para las otras dos leguminosas. aunque las pérdidas de N-NH. se sitdan ligera-
mente por encima del limite maximo (11-12%) que algunos autores consideran indica-
tivo de una fermentacion adecuada.

En los ensilados de gramineas el contenido elevado en M.S., sin una disminucién
considerable del nivel de carbohidratos. ha sido el factor que ha orientado positiva-
mente la conservacion. Los valores altos de pH alcanzados indican poca actividad de
las bacterias del dcido lictico y aunque un pH <4.2 es el que generalmente se consi-
dera 6ptimo en los ensilados de gramineas de bajo contenido en M.S., cuando ésta se
incrementa el pH resultante puede ser mas alto aun en ensilados bien conservados.
Morgan y col.” en ensilados de mezclas de leguminosa-graminea con un contenido de
193 g./Kg. M.S. de azicares, encucentran que al elevarse la M.S. de 175 g./Kg. a 360 el
pH sc elevaba de 4.0 a 5.0. sin incidir negativamente en la conservacion. Los valores
de los carbohidratos residuales son altos en los ensilados de ray-grass.

Las pérdidas de nitrogeno en forma amoniacal son pequefas y el grado de proteoli-
sis es menor que en los ensilados de leguminosas. No obstante, el valor elevado de pH
en los ensilados de dactilo se refleja en una pérdida considerable de nitrégeno gaseoso
frente a los ensilados de festuca y ray-grass inglés.

No se observaron pérdidas por deterioracion del material y aparentemente los ensi-
lados presentaban buen aspecto.

En ausencia de aditivos, una concentracion minima de 150 g./Kg. M.S. de carbohi-
dratos y 200 g./kg. de M.S. son necesarios, segun los diversos autores, para el éxito de
una buena fermentacidon de gramineas. Las leguminosas son mas dificiles de ensilar,
no solo porque éstas presentan una actividad tampdn mas alta y por tanto son mas re-
sistentes a descensos de pH. La dificultad con la alfalfa es debida también a la estruc-
tura fisica de la planta que impide una buena compactacion.

En el experimento 1 (tabla II) se observa que en los silos sin conservador, forraje
con un contenido bajo en M.S. y sobre todo en carbohidratos (41 g./Kg. M.S.), dio lu-
gar al desarrollo de una fermentacion de tipo Clostidria como se pone de manifiesto
en los valores elevados de nitrogeno amoniacal (192 g./Kg. N.T) y posiblemente, aun-
que ésto no fue analizado. en la formacion de cantidades considerables de dcido butiri-
co, cuyo olor caracteristico presentaba el material en el momento de abrir el silo. La
actividad proteolitica fue también intensa.

Los tratamientos utilizados, calor v formaldehido, redujeron considerablemente las
pérdidas de nitrégeno gaseoso y protegieron significativamente (P >0.01) la proteina.
Este N-proteico, aunque mas elevado en los ensilados donde se utilizd el formaldehi-
do, no fue significativamente diferente (P <0.05) del protegido mediante el tratamien-
to con calor. El formaldehido preservd considerablemente los azicares aunque su pH
no descendio al nivel que lo hizo con el tratamiento mediante calor.

El formaldehido ha sido utilizado como aditivo - 1213 no sélo por sus propiedades
bacteriostaticas, reduciendo la fermentacion en el silo, sino también como protector
de la degradacién de la proteina en el silo v posteriormente en el rumen. El calor.
cuando éste se desarrolla dentro del silo. como efecto de la fermentacion, tiene efectos
negativos en la recuperacion de la proteina verdadera. Aplicado posteriormente sobre
concentrados de harinas, la protege de su degradacion en el rumen. No tenemos infor-
macion de que haya sido estudiado como tratamiento previo antes de ensilar los forra-
jes y con resultados positivos, por ello planteamos un segundo experimento en el que
este factor aparece como tratamiento y cuyos resultados se dan en la tabla [II.
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En el experimento 2 (tabla III) el acido formico adicionado como conservador a la
graminea, de bajo contenido en materia seca y carbohidratos. fue insuficiente para
conseguir una bajada adecuada del pH en la fermentacion del silo y preservar los azu-
cares, su efecto inhibidor sobre la actividad proteolitica de Clostridia fue bajo v una
parte considerable del N-proteico pasé a forma soluble, principalmente amoniaco.
Cuando se empled en mezcla con otros aditivos, formaldehido o calor. el efecto fue
mas positivo, el pH fue mds bajo y los azicares mejor conservados, siendo estos espe-
cialmente altos en el caso del tratado con formaldehido. La aplicacion solo de calor
redujo la formacién de nitrogeno gaseoso y dio lugar a un ensilado mejor conservado
que el conservado con 4cido férmico. )

La proteina del forraje fue significativamente mds baja (P <0.01) en los ensilados
donde el 4cido fue utilizado como conservador que en el resto de los tratamientos. El
calor a 110°C fue menos efectivo en la proteccion de esta proteina (P <0.01) que a
55¢C, pero la combinacién del 4cido y calor a 110°C fue indudablemente el mejor tra-
tamiento, incluso cuando al efecto del 4cido se le sumé el del formaldehido o calor a
33°C (P <0.05). _

La dosis de 4cido utilizada con la leguminosa (6.6 1/t) produjo ensilados bien con-
servados atin cuando el material de partida era muy pobre en carbohidratos (75.4
8./Kg. M.S.). Los criterios considerados por varios autores ® como satisfactorios para
un buen ensilado son valores de pH 4.2 y un contenido en N-NH ; <11 (_CXDFGSHGO
como tanto por ciento del N.T.), criterios que en general cumplen estos ensilados. Un
mayor desdoblamiento en los aziicares se observé cuando fue aplicado sdlo el calor.

La,mezcla de dcido-formaldehido empleada protegio eficientemente (P <0.01) la
Proieina ,del forraje original comparado con cualquier otro de los tratamientos cnsaya-
dos. Le siguit en efectividad (P <0.05) el tratamiento con dcido mas calor a 110°C.

RESUMEN

Se analizaron diferentes muestras de forraje sin el uso de conservadores: 3 legumi-
10sas (alfalfa, trébol blanco y trébol violeta) y 4 gramineas (dactilo, festuca elevada.
fay-grass inglés y ray-grass italiano).

ESI?S gramineas y leguminosas con un contenido en materia seca de 200 g./Kg. o
suPerior y al menos |50 g./Kg. de M.S, de aziicares solubles, dieron lugar a ensilados

1N conservados sin el empleo de aditivos. _ ]

ray-grass y el trébol violeta en una 2.* experiencia fueron ensilados con diferentes
Conservadores:

(a) E'}cido férmico.

(b) acido férmico y formalina.

}3) acido f('?rmico y tratamiento con calor (a 55°C).

) dcido formico y tratamiento con calor (a 110°C).
(¢) calor (a 550(),
calor (a | 10°C).
i formaldehido y el calor protegieron cficientemente la proteina de su desdobla-
€nto en el sijg.
do ldgo{maldeh'ido (5 2./100 g. de P.B.) en el tratamiento dcido formico y fo_rma}desl;ls-
g./EIOO A graminea incrementé su proteina en 230 g./Kg. N.T. En la leguminosa (8.
8. de P.B)) este aumento fue sélo de 138 g./Kg.

El efecto del calor como tratamiento fue mas efectivo en el caso de la graminea.

= il =

TABLATI

Composicion quimica de forrajes y sus ensilados sin conservador (g./Kg. M.S.) (media de silos

duplicados).
FORRAJE ENSILADO
Materia™ Carboh-. MI5T Carboh. "
seca solubles (a/Kg) P olubles N-totel N-Soluble N—I\.'H3 N-proteico
Cg/kg) (g/Kg__NT)
LEGUMINOSAS
Alfelfa 259.8 101.6 231.4 5.4 16.3 29.66 23,33 131 210
Trébol blanca 182.8 130.2 185.2 5.0 12.0 38.07 19.69 209 L80
Trébol violeta 1%0.5 163.3 2.5 L.6 65.4 28.06 12.22 48 560
GRAMINEAS
Dactilo 229.3 135.8 207.1 5.6 19.6 20.57 7.85 136 620
Featuca 285.5 127.4 250.0 5.2 32.1 16.95 5.49 96 670
Ray-grass inglés 286.4 158.2 270.0 5.2 82.9 17.09 5.19 55 690
Ray-grass italisno 233.8 281.0 202.8 5.2 110.4 17.77 4.76 113 730
TABLAII

Composicion media de un ensilado de trébol blanco (g./Kg. M.S.)

Testigo 147. S5.65
Calor 156.8 5.18

Formaldehido 151.6 5.93

Carbohidratos NT N-NH, N-prot.

solubles

3
(g/Kg N.T.)

36.00 192 439

37.56 99 678°

51.73 78 769°

a, b.- valores con diferentes subindices en la misma -

columna difieren significativamente (P<0.01) --

comparadas paor el métodeo de Duncan (STEEL y TO-

RRIE, 1960).
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TABLA III
Composicion de los ensilados conservados con diferentes tratamientos (g./Kg. M.S.) (medias
de silos duplicados).

ENSILADO
TEREAMLBRED. e i i i o s e 5 5 s 8 e e e
A

ERRMINEﬁ:l Rey-grass iteliano
Acido Férmico 0.2 5.3 13.0 25.69 .77 124 425"
Acido férmico + formeline  157.8 4.6 63.2 26.68 5.05 24 560°
Acido f6rmico + celor 550C 156.2 4.6 41.0 26,31 7.90 18 £75°
Acldo férmico+celor 1100 C 156.2 L.bL 34.6 29.98 7.54 14 7u9°
Calor 550 C 162.8 4.2 18.0 24.31 7.85 L2 67
Calor 1100 C 177.8 4.3 11.0 25.01 11.04 24 5579
LEGUMINOSA: Trébol violeta
Acido flrmico 163.6 4.1 21.4 31.99 11.13 22 652°
Acido Férmico+formaline 169.5 4.1  23.5 30.43 6.41 12 789"
Acido férmico+calor 550C 167.5 6.3 25.4 31.59 11.11 16 pua”
Acido férmico+calor 1100C 178.8 4.1 14.3 32.08 8.06 12 750"
Celor 550 C 159.8 4.3 1.0 31.73 11.89 29 625"
Calor 1100 ¢ 155.0 5.4 L.2 32.83 11.13 35 661°
8,b,e.

li'luresl con diferentes subindices en una columna, para ceda especie, difieren significativamente
<0.01)

PROTEIN BREAKDOWN IN SILAGES TO PREDICT THE
NUTRITIVE VALUE OF SILAGES

I. Grass and legumes silages preserved without additives. Ef-
fects of different treatments affecting protein breakdown of the-
se silages.

SUMMARY

T.he aim of this study was to see the effect of some additives on the nutritive value
o Sllgges by its effect on the protein protection. . _
his work contain two different parts: on one hand we study the chemical composi-
°_f7 types of forrages conserved without additives. These forragf:s were 3 ]c_gur_‘nes
Medicago sativg var. Europa, Trifolium repens var. California ladina and Tr.{!uhum
Pratense yar Pdramo) and 4 grasés (Dactylis glomerata var. Lana roskilde, Festuca
arundinacea var, Raba Lolium perenne var. Belida and Lolium multiflorum var. Sa-
balan). On the other hand we study the effect of some additives on 2 types of forrage,

tion
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one grass, italian ryegrass, and one legume, red clover. These additives were: (a) for-
mic acid (b) formic acid and formaline. (c) formic acid and heat treatment (55°C), (d)
formic acid and heat treatment (110°C). (e) heat treatment (55°C) and (f) heat treat-
ment (110°C).

On the first experience we got silages well preserved. On the second experience the
effect of the formaldehyde and heat treatment on the silages was to protect the protein
from its breakdown into the silo. The formaldehyde, on the treatment formic acid and
formaldehvde, increased the protein contain plus in of 230 g./Kg. N.T., on the grass,
whereas on the leguminous this increase was only about 138 g./Kg.

The effect of the heat treatment was more effective on the grass than on the legumi-
nous.
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