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ESTUDIO DE INOCULANTES PARA EL ENSILADO
DE FORRAJES |: SELECCION DE BACTERIAS
PRODUCTORAS DE ACIDO LACTICO PARALA

FORMULACION DE UN INOCULANTE
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GIRAUDO, M.!, RAMIREZ, E.2 & RECHIMONT, R.2

RESUMEN

Fueron seleccionados varios microorganismos (cinco) productores de acido lactico, extraidos de
pasturas y cepas del cepario del Laboratorio de la UNLa, en funcion de la resistencia a la acidez o al
poder simbidtico que genera la asociacion. Estos microorganismos fueron probados en microsilos
experimentales conteniendo una mezcla de gramineas con un 10% de trébol blanco. En los 5 casos se
obtuvo una buena conservacion de la pastura, y el mejor de ellos fue cuando los microorganismos se
usaron mezclados en proporciones iguales.

Palabras claves: Acido lactico, microorganismos, pasturas, silos, anaerobiosis, conservacion,
nutricion animal.

SUMMARY

Study of inoculating for fodder silages I: selection of lactic acid produced
bacteria to be used in silaged fodders.

Several (five) lactic acid producer microorganisms were selected from forage silage samples taken
at 7, 14 and 30 days from the beginning of the incubation considering their resistance to acidity or the
symbiotic capacity produced by the association. These microorganisms were tested in experimental
microsilos containing a mixture of ray-grass with 10% of white clover. A good preservation of the
fodder was observed in the five cases, but the best result was obtained when the microorganisms were
mixed in equal proportions.
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INTRODUCCION

Las bacterias lacticas naturales o agrega-
das a los silos de pasturas en anaerobiosis
acidifican el medio por transformacion de los
carbohidratos en 4cido lactico, acético, pro-
pidnico, etc., inhibiendo el crecimiento de
hongos y en especial la fermentacion buti-
rica. (Moon, 1983) (Muck, 1993). Esta dismi-
nucion del pH ayuda a conservar nutrientes
minimizando ademas la proteolisis y la
desaminacion que produce dicha fermenta-
cion butirica, manteniendo el valor proteico
de las pasturas.

Estos cambios en el pH hacen que des-
cienda la contaminacién microbiana propia
del proceso (Cai et al., 1998, Sreenath et al.,
2001, Zahiroddini et al.,2004).

Para mejorar el ensilado se ha agregado
industrialmente tanto aditivos quimicos como
bacterias lacticas. Evidentemente los aditi-
vos bioldgicos son mas ventajosos por ser
mas seguros y faciles de usar, no oxida la
maquinaria y no contamina el medio ambien-
te ya que son considerados productos natu-
rales (Weinberg y Muck, 1996).

Se han usado géneros Lactobacillus,
lactococos y estreptococos. Inclusive, se adi-
cionan a estos microorganismos diferentes
enzimas previo al ensilado (Filya et al., 2000).

OBJETIVOS

- Seleccionar diferentes bacterias lacticas
para ser ensayadas en microsilos experimen-
tales y a futuro desarrollar un producto co-
mercial si los resultados lo ameritan.

- Verificar su efecto sobre la calidad de la
pastura ensilada.

MATERIALES Y METODOS

Debido a la gran cantidad de microorga-
nismos encontrados, fue necesario realizar

ensayos “in Vitro” como metodologia rapida
para su seleccion. Para ello se aislaron por
dilucién/plaqueo, una serie de microorga-
nismos provenientes de pasturas, que fue-
ron desarrollados bajo atmdsfera de nitroge-
no para eliminar el crecimiento de microorga-
nismos aerdbicos, trabajando a 30°C, en me-
dios M17 y MRS (medios estandares para
bacterias lacticas). De los microorganismos
que crecieron en estas condiciones, las co-
lonias aisladas de cocos, bacilos y estrepto-
cocos fueron pasadas a los correspondien-
tes medios sugeridos por los proveedores
de cultivos (Merck, Britania), a tubos agari-
zados. Verificada la pureza de estos microor-
ganismos mediante estudios morfoldgicos
(verificacién de colonias y tinciones), se de-
termind por ensayo quimico presencia/au-
sencia de acido lactico en el medio.

ENSAYOS REALIZADOS “IN VITRO”

Experiencia 1

Se prepararon medios liquidos con base
melaza, vitaminas, fosfatos, sales de magne-
sio, micronutrientes y peptonas (Medio Lacto
I con pH inicial de 6.40) y fue esterilizado a
121°C. En condiciones de anaerobiosis (at-
mosfera de nitrégeno) fueron transferidos a
tubos con agar los microorganismos aisla-
dos y posteriormente incubados a 30 °C du-
rante 72 horas. Se determiné la presencia/
ausencia de acido lactico (ver Cuardo 1). En
dicho medio crecieron, a las 72 hs, (verifica-
do por turbidez) un gran ntmero de
microorganismos productores de acido lac-
tico: el Coco #1, los Estreptococos #5 y # 6,
el Bacilo #1 y el Bacilo BP. Estos cinco
microorganismos fueron los seleccionados
para continuar con los estudios.

Experiencia 2
Para verificar el efecto de la adicion de
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Cuadro 1: Crecimiento de Microorganismos y presencia/ausencia de dcido ldctico.

Microorganismo Medio Lacto | Crecimi(_ento Presepc_ia/Ayst_encia
pHalas 72 hs por turbidez de acido lactico
Coco#l 5,10 ++ +
Coco#2 6,00 + +
Coco#3 5,90 + +
Coco#4 6,20 + -
Coco#b 6,40 + -
Estreptococo#1 6,30 +
Estreptococo#2 6,60 + -
Estreptococo#3 4,80 ++ +
Estreptococo#4 5,20 ++ +
Estreptococo#5 3,10 ++ +
Estreptococo#6 4,40 ++ +
Bacilo#1 3,05 +++ +
Bacilo#2 4,20 ++ +
Bacilo#3 4,30 ++ +
Bacilo#4 3,80 +++ +
Bacilo BP 3,00 +++ +

glucosa, al medio Lacto I fueron agregados
0.5% de glucosa. Para estudiar la sinergia,
se agregd una levadura que aparecia conti-
nuamente cuando se dejaban las cajas de
Petri en aerobiosis (Cuadro 2).

Desarrollo del inoculante experimen-
talUNLa 1

10 mL de cultivo desarrollado en Lacto I
+ 15 g. de melaza 74° Brix, agua c.s.p. 1 litro.
Se Us6 10 mL de la solucion por Kg. de pas-
tura.

Los indculos utilizados fueron:

a) Cocos #1 crecidos en medio liquido con
agregado de buffer especifico. El recuento,
usando metodologia standard dio: mas de
10 UFC/mL

b) Bacilos #1: crecidos en medio liquido
con agregado de buffer especifico. El recuen-
to, usando metodologia standard dio: mas
de 10" UFC/mL

¢) Estreptococos #5: crecidos en medio
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liquido con agregado de buffer especifico.
El recuento, usando metodologia standard
dio: mas de 10'® UFC/mL

d) Estreptococos #6: crecidos en medio
liquido con agregado de buffer especifico.
El recuento, usando metodologia standard
di6: mas de 10'° UFC/mL

e) Bacilos BP: crecidos en medio liquido
con agregado de buffer especifico. El recuen-
to, usando metodologia standard dio: mas
de 10" UFC/mL

f) Levadura C: crecidas en medio Sabou-
roud liquido con un recuento de 107 UFC/mL

Ensayos realizados en microsilos
experimentales

A partir de los resultados “in vitro”, se
disefio el experimento con microsilos, en con-
diciones de anaerobiosis.

La pastura usada para llenar los microsilos
fue una mezcla de gramineas (cebadilla crio-
lla semillando) con un 10 % de trébol blanco
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Cuadro 2: Accidn de los microorganismos sobre el pH en los diferentes medios.

. . Medlgltgggzl con Medio Lacto |
Microorganismo . .
pH Turbidez pH Turbidez
final final final final
Cocos#1l 5.04 + 5.16 ++
Bacilos#1 2.92 ++ 3.03 ++
Estrepto#5 4.29 - 3.16 -
Estrepto#6 4.36 - 4.48 -
Bacilo BP. 2.97 +++ 3.02 +++
Levaduras 6.36 + 5.28 -
Mezcla de Cocos#1 + Bacilos#1* 2.96 + 2.99 ++
Mezcla de Cocos#1 + Estrepto#5* 4.12 - 4.50 -
Mezcla de Cocos#1 + Estrepto#6* 4.07 - 4.26 -
Mezcla de Cocos#1 + Bacilo BP. * 2.94 ++ 3.02 ++
Mezcla de Cocos#1 + Levaduras* 4.45 ++ 3.15 ++
Mezcla de Bacilo#1 + Estrepto#5* 2.93 ++ 3.04 ++
Mezcla de Bacilo#1 + Estrepto#6* 2.95 ++ 3.01 ++
Mezcla de Bacilo-1 + Bacilo BP* 2.96 ++ 3.02 +++
Mezcla de Bacilo#1 + Levaduras* 3.00 +++ 3.02 +++
Mezcla de Estrepto#5 + Estrepto#6* 4.16 - 3.13 +++
Mezcla de Estrepto#5 + Bacilo BP * 2.96 +++ 3.16 ++
Mezcla de Estrepto#5 + Levaduras * 3.02 + 3.17
Mezcla de Estrepto#6 + Bacilo BP. * 3.00 ++ 4.12
Mezcla de Estrepto#6 + Levaduras * 4.01 + 4.12 ++
Mezcla de Bacilo BP + Levaduras * 2.97 +++ 3.05 ++
Mezcla de Coco#l + Bacilos#1 + Estrepto#5 + 2.98 +++ 3.05 +++
Estrepto#6 + Bacilo BP*
Mezcla de Cocos#1 + Bacilos#1 + Estrepto#5 * 2.99 ++ 3.02 +++

* Las mezclas son en proporciones iguales.

en floracion, cortada a 5 cm. del piso, ensa-
yo determinado mediante un cuadro de cor-
te y evaluacion botanica. La muestra fue re-
cogida fresca en la Provincia de Buenos
Airesy llevada al Laboratorio de Fermenta-
ciones Industriales de la UNLa donde se
determing la materia seca. Para evitar la pér-
dida de la misma, las muestras fueron trans-
portadas en bolsas plasticas siendo
ensiladas tal cual.

La pastura fue cortada mecanicamente
con una motoguadafia, pasandola mas de
una vez para poder picarla finamente. La
misma fue tratada con el inoculante (ensa-

yo por triplicado) y ensilada en microsilos
preparados por el laboratorio, consistentes
en tubos de PVC de 11 cm de diametro por
20 cm de alto, de aproximadamente 1.9 litros
de capacidad, usando una prensa hidrauli-
ca para obtener una densidad de ensilado
de aproximadamente 0.5 kg/dm* (verifica-
dos posteriormente por la pesada). Los si-
los fueron cerrados convenientemente para
mantener la anaerobiosis y fueron almace-
nados en un area oscura a temperatura am-
biente. Se realizaron 3 tomas de muestras
consecutivas: a los 60, 70 y a los 80 dias,
tomando un silo cada vez. Los silos abier-
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tos fueron descartados.

Se determino el nuevo contenido de
materia seca, el pH, los azucares solubles
totales, la acidez total expresada como 4ci-
do lactico y el amoniaco libre. También, ca-
racteres organolépticos (olor, color) y pre-
sencia /ausencia de hongos.

Metodologia Analitica Usada

Materia Seca: por secado a 105 °C hasta
peso constante. Paralelamente se realizo la
determinacion con estufa infrarrojo,
obteniéndose resultados similares (datos
no mostrados)

pH: con pHmetro (1:2)

Azucares Solubles Totales: (Dubois et al.,
1956), partiendo de 20 gramos de muestra
en 100 mL de agua. Se hirvio la solucién y
se la enraso a 250 mL. El estandar usado fue
glucosa P.A.

Acidez: Se parti6 de 20 g. de muestra
que se hirvié durante 15-20 minutos. Se Fil-
tré por vacio, enrasando a 250 mL. Se titulo
con NaOH 0.01 N. Paralelamente se realizo
la determinacion sin proceder al hervido,
siendo los resultados los mismos (datos no
mostrados)

Amoniaco libre: A la muestra himeda se
le agrego un exceso de base fuerte. Por des-
tilacion en corriente de vapor se recibio el
amoniaco en un exceso de acido borico. Fi-
nalmente se tituld con acido fuerte 0.05 N
usando fenolftaleina como indicador.

Deteccidn de acido lactico: Se uso el test
de L-Lactic Acid de Megazyme Ltd. basado
en 2 reacciones enzimaticas, en donde el
acido lactico en presencia de lactato dehi-
drogenasa/NAD" dio é4cido pirtuvico, que,
por accién de D-glutamato piruvato transa-
minasa (con un exceso de D-glutamato), fue
transformado en D-alanina + 2-oxoglutarato.
La cantidad de NADH formado de lee a
340nm. El limite de deteccidn esta en 0.21
ppm. El método no presento interferencias.
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Color: por observacién visual

Olor: por observacion

Hongos: se verifico su presencia/ausen-
cia por observacion visual.

RESULTADOS

El Cuadro 1 muestra el crecimiento de los
microorganismos y la presencia/ausencia de
acido lactico.

El Cuadro 2 presenta la accion de los
microorganismos sobre el pH.

Se observa que:

1. El agregado de glucosa no aumento la
acidez del medio. Por lo tanto, se discontiniia
Su uso.

2. La presencia de levadura ayudé a dis-
minuir el pH, ya que acelero la anaerobiosis.

3. Los bacilos acidificaron mas rapida-
mente en presencia de cocos y estreptoco-
cos (resultados no mostrados en el Cuadro
2) obteniedose valores similares de pH.

4. La variable que acidificé més rapido
fue la mezcla de microorganismos (cocos +
bacilos + estreptococos).

Los Cuadros 3, 4 y 5 muestran el estado
de cada silo al momento de la apertura.

NOTAS

El testigo sin melaza presentd la peor
conservacion que el testigo con melaza. Ello
fue debido a que la competencia microbiana
desarrollé mas bacterias no lacticas que las
bacterias lacticas. No ocurrié lo mismo cuan-
do se agregaron bacterias lacticas.

Con relacion al hecho observado de que
un silo a los 60 dias (que estaba en mala
condiciones) esté¢ mejor a los 70 / 80 dias,
ello se debio a fallas en el sellado de los
silos. También se observaron presencia de
hongos superficiales en los microsilos mal
sellados.
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Cuadro 3: Resultados obtenidos a los 60 dias

Cuadro 3a

10s 60 dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
" " Mezcla de
- Mezcla de Muestra | Testigo | Testigo y
Silo |r£<r:1ulado Cocos | Bacilos Stresp:;)goco Stresp;ogoco Lactobacil | Levadura |microorganismos*| comercial sin con Lagtgb; cil
oP * en polvo | melaza | Melaza Levadura
Ma‘e{'(‘;‘sf/oecaa 35,50% | 36,30% | 37,60% | 37,30% | 36,00% | 36,30% 37,90% 38,30% | 36,90% | 36,60% | 34,60%
p'mlnﬁ"co"“ 433 | 411 4,03 4,22 4,96 4,87 418 423 | 462 | 465 476
Azlcares
(s/ﬁﬁ:ilezsa) g 0% 0,36 0,44 0,22 0,13 0,1 0,38 0,34 0,09 | 012 0,07
glucosa/100g
Azlcares
totales (s/seca) 0,78 0,99 1,17 1 0,37 0,29 1,06 0,91 0,26 0,35 0,2
g glucosa/100g
Acidez
;‘S?Egg;ﬁgo 1,71 1,82 1,01 174 1,36 1,37 1,76 2 157 | 1,23 1,18
[¢]
Acidez
(s/seca) g
Ac.Lacticorzoo| 48 5 5 46 37 37 46 52 42 33 3.4
[¢]
Amoniaco
(s/hLL:bmr:da) 113,1 71,6 85,1 84,6 111,7 111,8 95,5 97,2 105,2 121,2 119,5
mgN/100g
Amoniaco
(SI;;Z:;) 318,6 197,2 226,3 226,8 310,3 308 252 253,8 285,1 3314 3454
mgN/100g
Verde
oscuro - Verde
Coor | No | - |Veeco| UT | - * | Nowabecado | Cao M |-
atabacad grisaceo
o
a Pasto
No olor himedo.
Amoniacal Agrzdabl Agalragzbele' amoniaco. Acido + Agradable, a Agrzj\?eble Ni A Mal olor
Olor Aceituna Vinagre (+) Iégctico Agradable, alcohdlico lactico picante a(‘:eituna aceituna | podrido, amoniacg
(++4) (+4++4) Aceituna (+++) (F4+4+4) niola hongo,
(+++++) alcohdlic
o
Se nota
mas Se nota
Humedad ) ) ) ) ) ) ) ) seco al |mas seco -
tacto
Capa NO NO NO No Hongos
Y superior | g oo o | Crecimiento | crecimient| crecimient Hongos en hongos en  |Hongos en
ongos - con h de hongos ode ode fici - fici fici
Hongos iongos en hongos en hongos en superficie enr . superficie| superficie
(silo roto) superficie | superficie | superficie superficie i
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Cuadro 4: Resultados obtenidos a los 70 dias.

Cuadro 4 a
los 70 dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Mezcla de Muestra Mezcla de
Silo inoculado Cocos | Bacilos Streptococo| Streptococo L actobacil Levadur micro- | comercial Testigo sin | Testigo con | Lactobacilo
con s#5 s#6 a organismos: melaza Melaza Py
oP N en polvo Levadura
Ma‘e{'(";‘sf/fca a 36 359 36,5 345 376 | 351 36,7 38,1 352 34,1 36,3
p';éﬁ)tfg" 405 | 405 4,18 4,04 435 | 492 4,08 4,15 4,79 4,83 4,62
Azlcares
(sll-rgﬁr?leedsa) g 0,62 0,63 0,48 0,65 0,45 0,25 0,78 0,52 0,28 0,27 0,23
glucosa/100g
Azlcares
(s‘;s"eac':g 172 | 175 1,31 1,88 119 | 071 2,12 1,36 0,79 0,79 0,63
glucosa/100g
Acidez
gz’[ggiec’fﬁgo 181 | 214 1,69 1,89 1,86 12 1,99 1,89 1,35 137 147
g
Acidez
Ac(i’;;;iccaglgoo 502 | 596 4,63 5,47 494 | 341 5,42 4,96 3,83 4,01 4,04
g
Amoniaco
(slhIIJIbmr:da) 75,8 106,5 91,6 83,4 98,1 113 98 96,3 101 99,7 103
mgN/100g
Amoniaco
(sliébercea) 210,5 296,6 250,9 2417 260,9 3219 267 252,7 286,9 292,3 283,7
mgN/100g
Verde | Verde Verde Verde | Verde | Buen color, Verde Verde casi
Color oseuro | oscuro oscuro, oscuro | oscuro verde Idem al 5 | oscuro, buen | original del |Verde bueno
buen color (#+4+4) | (#+4+4) oscuro color pasto
. ; Dulce en
asczg\ﬁ’a Acido A;?g:ga Aceituna Aceituna Aceituna superficie, Desagradabl Feo, Caracteristic
Olor agradabl | picante | levemente Pasto (++) (H++++) suave (++++) y suave |e, putrefacto, |desagradabl °
g e P! avinagrado (+++) aceitunad| picante. e
9 o dentro
Cierre
con Cierre con Olor
pelos. | Humedad | pelos, esta p . Himedo
Humedad |HUumedo| Mas menor al como si h ,Mu):j l—_|un|1&e_>d0 Hum(;dg Humedo desbagradable Himedo | menor que
seco 1ro faltara imedo | =al Sto | menor to ,h?\stagte el 6to
que el fermentar umedo
1ro
Si, en Si, en
Hongos No supzmm No Si No No No No extremos Si Si, extremos
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Cuadro 5: Resultados obtenidos a los 80 dias.

Cuadro 5a
los 80 dias 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11
. . Mezcla de
Silo inoculado | . |Streptococos|Streptococo: ] Mezclade | Muestra | Testigo | Testigo |, oo
con ocos | Bacilos %5 46 Lactobacilo| Levadura micro- comercial sin con Py
organismos** | en polvo | melaza | Melaza Levadura
Materia Seca a
105% 34,7 37,8 34,9 38,9
PH(L2)con | 595 | 403 3,99 412 468 | 441 3,98 39 | 463 | 476 | 452
pHmetro
Azlcares
totales
(shumeda) g 0,67 0,25 0,58 0,77
glucosa/100g
Azlcares
totales (s/seca)| 1,93 0,66 1,66 1,98
g glucosa/100g
Acidez
(sfhumeda) g 2,13 1,71 1,67 2,17
Ac.Lactico/100g
Acidez (s/seca)
g 6,14 4,52 4,78 5,58
Ac.Léactico/100g
Amoniaco
Libre
(s/humeda) 77,7 64,3 74,3 70,5
mgN/100g
Amoniaco
Libre
(slseca) 2239 170,1 212,9 181,2
mgN/100g
Verde Verde Verde Verde Verde Verde | Verde | Verde
Color g:crgfo Oscuro Oscuro Oscuro Oscuro | Oscuro Ver(éi;s(;:uro Oscuro | Oscuro | Oscuro C\)/:crﬁfo
Bueno Bueno Bueno Bueno Bueno Bueno | Bueno | Podrido
Agradable: . . . . Aceituna .
Agradable| . Aceituna Aceituna |Aceituna| Aceituna, " Aceituna -
Olor A(?:ill(t:f‘la Vinagre Am(gz;a)cal Dulce con olor a |leve, olor acético aé::]alttl:ceu leve, Podrido ASclemillilira
(++4) (++) (HH+++) hongo acido (++++) (+++4) picante
mas seco Mas mas .
Humedad Buena | Buena que 2 Buena hamedo Buena Buena bueno Buena | Buena | himedo
Hongos Si Si Si No No No No No/si Si No

**Cocos#1 + Bacilos#1 + Estreptos#5 y #6 + Bacilo BP

CONCLUSIONES

La variacion del pH en las muestras 60, 70
y 80 dias fue minima. Se considerara en una
proxima experiencia tomar muestras a los 7,
15,30y 60 dias.

La observacion “in vitro” con relacion a
la velocidad de acidificacion no pudo ser
confirmada “in vivo”, debido a que en la ma-
yoria de los silos el valor del pH era estable.
Elvalor del pH final (Cafieque y Sancha, 1998)
necesario para inhibir la fermentacion
butirica, depende del contenido en materia
seca: con valores mayores al 30 %, es sufi-
ciente obtener un pH final minimo de 4,4. Si
consideramos los valores obtenidos en esta

experiencia, la mayoria de los inoculantes
cumplieron con esta premisa.

Los microorganismos que produjeron ma-
yor cantidad de &cido lactico, fueron bésica-
mente uno de los bacilos, el coco usado y la
mezcla de cocos + bacilos + estrepto-cocos.
Los ensayos “in vitro” determinaron el efecto
benéfico estudiando a partir de una mezcla de
microorganismos (cocos + bacilos +
estreptococos) para aumentar la velocidad de
acidificacion. Hacemos notar que el Bacilo BP,
apesar que acidifico menos que los otros, fue
tomado en consideracion porque aport6 con-
diciones organolépticas excepcionales.

Los microorganismos seleccionados en
las experiencias “in vitro” mostraron un buen
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Determinacion bioquimica de las diferentes cepas de bacterias lacticas por medio del sistema
API CH-50 de BioMerieaux, Francia.

{ e
J .:

BP2 = Lactobacillus plantarum 1, que fermenta D-turanosa

BP = Lactobacillus plantarum 1, que no fermenta D-turanosa

Identificacion de bacterias ldacticas

coco 1 = pediococcus acidilactici
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potencial como conservadores de forrajes,
en especial, cuando se us6 la mezcla de Coco
#1 + Bacilos #1 + Bacilos BP + Estreptos #5
y #6. En nuevos experimentos se usara una
pastura de alfalfa (una de las mas dificiles de
ensilar).

Previo a su uso comercial, el inoculante
desarrollado debera ser evaluado estadis-
ticamente, comparandolo con productos
comerciales presentes en el mercado.
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