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Aditivos bacterianos para silajes

Ing. Agr. Ph.D. Oscar C. M. Queiroz

El objetivo de la conservacidon del forraje es mantener la calidad original de la planta ensilada a
través de la fermentacién. Para lograr este objetivo, son de importancia fundamental establecer
una condicidon anaerobia y de fermentacidon deseable. Comunmente son empleados los
inoculantes para silo para obtener tal resultado. Una gran variedad de aditivos estan disponibles,
los cuales tienen diferentes modos de accién y por ende distintos propdsitos. Este articulo
describe los principales aditivos bacterianos usados actualmente en el mercado, de manera de
transmitir informacién util para la eleccion de este tipo de producto.

Aditivos bacterianos

Los aditivos bacterianos o inoculantes contienen cepas de bacterias seleccionadas que fermentan
los azucares simples en acido lactico, acidificando rapidamente el medio, o en acidos con poder
anti fungico que inhiben el crecimiento de hongos y levaduras que causan deterioro del material.
Estas bacterias son clasificadas como homolacticas o heterolacticas, respectivamente. Ambos tipos
pueden ser usados para mejorar la calidad de silaje, aunque tienen diferentes funciones y acttan
en distintas fases del proceso de ensilaje.

Bacterias homolacticas

Las bacterias homolacticas fermentan glucosa hasta acido lactico de manera muy eficiente desde
el punto de vista energético. En la fermentacion homolactica, a partir de un mol de glucosa son
generados 2 moles de acido lactico y 2 moles de adenosina trifosfato (ATP). El camino metabdlico
de la fermentacion homolactica, Embden-Meyerhof, genera alta recuperacion de energia (99.3%) y
materia seca (100%) (Kungy col., 2003; White, 2007).

Lactobacillus plantarum: El uso de bacterias homolacticas era comun desde el final de la década
de los 70 (Kung y col., 2003). En aquella época, la mayoria de los inoculantes fueron desarrollados
con el criterio de Whittenbury (1961), el cual recomendaba que los inoculantes bacterianos debian
ser capaces de crecer vigorosamente y dominar la poblacidn natural durante la fermentacién, ser
homofermentativos y altamente tolerantes al medio acido, para que se produzcan cantidades
significativas de acido lactico. El microorganismo que reunia todas estas caracteristicas era el
Lactobacillus plantarum, el cual hasta hoy es la bacteria mas cominmente utilizada en inoculantes
bacterianos comercializados. Lactobacillus plantarum es una bacteria Gram positiva, con forma de
bastén, que se encuentra en comida fermentada vy silaje (Kung y col, 2003). La capacidad de
sobrevivencia del L. plantarum y sus propiedades fisioldgicas y bioquimicas hacen que sea un
perfecto candidato, a los criterios de Whittenbury, para inoculantes de silaje (Archibald y
Fridovich, 1981).

Lactobacillus plantarum fue inicialmente clasificado como una bacteria homofermentativa
obligatoria, basado en su capacidad de convertir 1 mol de glucosa en 2 moles de acido lactico, por
la via Embden-Meyerhof. Actualmente, L. plantarum es clasificado como una bacteria
heterofermentativa facultativa, ya que en la ausencia de glucosa, L. plantarum puede fermentar
pentosas hasta acido lactico, gas carbdnico y acido acético por vias heterofermentativas (Holzer y
col., 2003). El suplemento inadecuado de glucosa también reduce la concentracion de fructosa-
1,6-bisfosfato, un activador esencial de la enzima lactato deshidrogenasa (Pahlow y col., 2003).

1de6



Sitio Argentino de Produccion Animal

El nuevo proceso de clasificacién se fundamenta en la comparacion filogenética del acido
ribonucleico ribosomal 16 (ARNr 16S) y es mas preciso que el método tradicional que evalla las
caracteristicas fisioldgicas y bioquimicas del microorganismo. Todavia, L. plantarum es
considerado como una bacteria homofermentativa cuando la glucosa no es un factor limitante.
Asi, en silajes con adecuada concentracidon de azucares, L. plantarum normalmente sintetiza
exclusivamente acido lactico, que causa una re-oxidaciéon del NADH, permitiendo una repeticion
continua de la via Embden-Meyerhof y del metabolismo de los carbohidratos (McDonald, 1991).
Lactobacillus plantarum ha sido usado con éxito en la reduccién del pH de silajes con alta
capacidad de buffer. Filya y colaboradores (2007) reportaron que la aplicacion de 3 cepas de L.
plantarum redujo el pH de silaje de alfalfa de 5.08 en silos no tratados para 4.43, en promedio, en
silos tratados con las tres cepas. Ademas de reducir el pH, la relacién entre la concentracién de
acido lactico y acido acético fue aumentada en mas de dos veces, lo que indica una actividad
mucho mas homolactica. Conaghan y colaboradores (2010) demostraron un aumento en la
concentracién de acido lactico en silaje de ryegrass de 22 g/kg de materia seca (MS) y reduccién
del pH en el orden de unas 5 veces cuando el material era tratado con L. plantarum.

Pediococcus pentosaceus: Pediococcus pentosaceus es una bacteria homoldctica, Gram positiva y
anaerobia facultativa, usada como inoculante de silage. Asi como Lactobacillus plantarum, es una
bacteria con tolerancia a la acidez y es capaz de producir acido lactico (Garvie, 1986; Axelsson,
1998). P. Pentosacceus crece mas activamente que L. plantarum y otras bacterias del silo cuando
el pH esta entre 5 - 6.5 y el oxigeno residual estd presente durante las primeras etapas de
fermentacién (Kung y col., 2003; McDonald, 1991). Algunas cepas de Pediococcus se desarrollan
bien en silos con elevada concentracion de MS y baja actividad de agua (Tanaka y Ohmomo, 2000).
Estas caracteristicas permiten a la cepas de Pediococcus comenzar la acidificacion del silaje
durante la fase inicial, en los primeros dias de fermentacidn, cuando el crecimiento de cepas de
Lactobacillus es menos vigoroso por el alto pH. Debido a estas caracteristicas, algunos inoculantes
en el mercado tienen en su formulacién ambas bacterias: P. pentosaceus y L. plantarum, para que
se puedan complementar los nichos de crecimiento y acelerar la tasa de acidificacién del silaje (Lin
y col., 1992). La capacidad de desarrollo de cepas de Pediococcus fue constatada por Cocconcelliy
colaboradores (1991) los cuales usaron andlisis de ADN para verificar la colonizacion de P.
pentosaceus y L. plantarum en silaje de maiz. Los investigadores observaron que la poblacidn de
Pediococcus pentosaceus era maxima después de un crecimiento exponencial durante las 12
primeras horas de fermentacién, mientras que el crecimiento de L. plantarum solamente ocurrid
después de 48 horas. Cai y colaboradores (1999) inocularon alfalfa y ryegrass con cepas de
Pediococcus acidilactici o Pediococcus pentosaceus a 25 o 48°C. Los investigadores reportaron que
la calidad del silaje conservado a 25 °C fue mejorada gracias a la disminucidn en las perdidas de
MS y gases, y a la reduccion de los productos de la fermentacién indeseable (secundarios) tales
como amonio y acido butirico. De manera similar, esto fue observado con menos intensidad en
silos mantenidos a 48 °C, lo que sugiere que P. pentosaceus puede ser menos eficaz como
inoculante de silaje en areas subtropicales y tropicales.

Enterococcus faecium: Enterococcus faecium es un productor importante de acido lactico en las
primeras etapas de fermentacion, asi como Pediococcus pentosaceus. Estas bacterias son Gram
positivas, anaerdbicas facultativas y pueden crecer en un pH entre 4.5 - 9.6. Cai (1999) evalué el
efecto de Enterococcus y Lactobacillus en silos de alfalfa y graminea. Los silajes inoculados con
Lactobacillus tuvieron menor pH, acido butirico, amonio, perdidas gaseosas y de MS en relacién a
los silos sin inoculante, mientras que este efecto no fue observado en silos tratados con las cepas
de Enterococcus. El autor reportd que la posible falta de respuesta al inoculante con Enterococcus
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fue el resultado de una baja capacidad de crecimiento de este en un pH por debajo de 4.5. Sin
embargo, P. pentosaceus y Enterococcus spp. son usados como inoculantes homoldcticos en
conjunto con L. plantarum para: 1) dominar el inicio de la fermentacion y rapidamente empezar la
reduccion de pH, previniendo asi la fermentacidon secundaria 2) reducir el pH a niveles que
favorezcan el crecimiento de L. plantarum y otros lactobacillus. Filya y colaboradores (2007)
estudiaron el efecto de inoculantes bacterianos en la fermentacién de silaje de alfalfa. Los
tratamientos usados como inoculantes fueron: dos cepas de E. faecium aplicadas por separado;
mezcla de E. faecium y L. plantarum; mezcla de E. faecium, L. plantarum y P. pentosaceus. La
combinacion de E. faecium y L. plantarum redujo el pH, aumentd la concentracion de acido lactico
y bajé la concentracién de etanol (fermentacién secundaria causada por enterobacteria y
levaduras). Sin embargo, la adicién del P. pentosaceus no causé un aumento en la eficiencia del
inoculante comparado con el tratamiento con solo Enterococcus y Lactobacillus. Esta investigacion
demostré la complementariedad del efecto de L. plantarum y E. faecium en la fermentacién del
silaje.

Efectos de los inoculantes homolacticos

El efecto de los inoculantes con bacterias homoldcticas en la calidad del silaje fue revisado por
Kung y Muck (1997). En general, las bacterias homolacticas causan una rdpida disminucién del pH
gue es acompafado de un aumento en la concentracién de acido lactico, lo que a su vez causa un
reduccion de la protedlisis, deaminacién y potencial para el surgimiento de fermentacion
etandlica, butirica o acética. El control en la fermentaciéon secundaria puede ocasionar un
aumento en la recuperacion de MS al final de la fermentacion (Kung , 2003). De esta manera, el
principal beneficio del uso de bacterias homofermentativas es reducir las pérdidas de energia,
nutrientes y MS asociadas con la fermentacidon secundaria. Es importante tener en cuenta que el
uso de bacterias homolacticas no resulta en mejor estabilidad aerdbica del material. Kung y Muck
(1997) reportaron que ademas de no tener efecto positivo en la estabilidad aerdbica, a veces esta
termina siendo peor en silos tratados exclusivamente con inoculantes homofermentativos. Esto
puede ocurrir porque el acido lactico no tiene poder anti fungico, por lo que no puede impedir el
desarrollo de hongos y levaduras una vez que el material esta expuesto al aire. Sin embargo, los
acidos propidnico y acético pueden reducir la poblacién de hongos y levaduras y asi aumentar la
estabilidad durante largos periodos de tiempo (Moon, 1983; Huisden y col., 2009).

Estabilidad aerdbica del silaje

El termino estabilidad aerdbica es frecuentemente usado para expresar cuanto tiempo el silo se
mantiene sin sefales de deterioro microbiano una vez que es expuesto al aire. Durante la fase de
exposicidn aerdbica, levaduras tolerantes a la acidez utilizan acido lactico como substrato para su
crecimiento, lo que resulta en un aumento de pH a niveles que permiten el desarrollo de otros
hongos y agentes de deterioro y microorganismos patogénicos. (Adesogan y Queiroz, 2009;
Queiroz y col., 2011). La respiracion de estos microorganismos genera un rapido metabolismo de
nutrientes acompafiado por aumento en las perdidas de MS y aumento en temperatura
(Henderson y col.,1979; Cai, 1999). La baja estabilidad aerdbica es un efecto observado no
solamente en el frente del silo (Pitt y Muck, 1993). El aire puede penetrar cerca de 4 metros
dentro de la masa de silaje , por lo que el silaje puede empezar a deteriorarse varios dias antes
que esté expuesta en el frente del silo (Parsons, 1991).

El criterio de Whittenbury no tenia en consideraciéon, como inoculante ideal, la inhabilidad del
acido lactico para reducir el crecimiento de hongos y la deterioracién aerébica. Probablemente, en
la década de los 60, los problemas de estabilidad eran menos importantes debido al pequeiio
tamanio de los silos usados. Con el paso del tiempo, el incremento en los sistemas de produccion y
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el uso de silos de gran capacidad hicieron esenciales el mantenimiento de la estabilidad vy
reduccion de las perdidas.

Bacterias heterolacticas

Las bacterias heterofermentativas producen acido lactico y otros productos como etanol, CO,, y
acido acético durante la fermentacién de la hexosa (Oude Elferink y col., 2001).

Inocular con bacterias heterolacticas puede causar perdidas de energia y MS. Por ejemplo, se ha
reportado perdidas de MS del 1.7% con el uso de bacterias heteroldcticas, mientras que el mismo
material ensilado con cepas homoldacticas resultaron en perdidas de 0.7% (McDonald, 1991). Sin
embargo, la via heterolactica puede ser de interés, ya que esta produce agentes anti fungicos
como acetato y propionato (Oude Elferink y col.,, 2001; Krooneman, 2002). Los inoculantes
heterolacticos han sido usados para reducir hongos y levaduras y aumentar la estabilidad aerdbica
de silos de maiz, sorgo y ryegrass. (Kung y Ranjit, 2001; Tabacco y col., 2011; Driehuis y col., 2001;
Huisden y col., 2009). El acetato producido por las bacterias heterofermentativas puede también
reducir la fermentacidn de etanol producida por las levaduras, inhibiendo el crecimiento fungico
en forrajes con alta concentracion de azucares.

Lactobacillus buchneri: Lactobacillus buchneri es el inoculante heterofermentativo mas
comunmente usado en el mercado. Lactobacillus buchneri es una bacteria Gram positiva, con
forma de bastén, no forma esporas y presenta respiracién anaerdbica. L. buchneri tiene la
propiedad de poder producir acido acético en ambiente acido. Oude Elferink y colaboradores
(2001) describieron el camino metabdlico usado por esta bacteria para convertir acido lactico en
acido acético, 1,2-propanodiol, y trazos de etanol en condiciones libres de oxigeno. Ellos
reportaron también que la conversién de acido lactico hasta acético es muy dependiente de las
condiciones ambientales como pH y temperatura. Todas las cepas de I. buchneri evaluadas en este
estudio metabolizaron el acido lactico cuando la temperatura aumento de 15 a 25°C. Sin embargo,
cuando las temperaturas pasaron de 30°C, solamente una cepa continuo trabajando, y a 35°C
ninguna tenia efecto. La concentracién de pH también tiene un efecto importante en la efectividad
del inoculante. A pH de 5.8 la concentracion de acido lactico libre para conversion no fue alterada
por 200 horas, mientras que la reduccién del pH de 4.3 para 3.8 aumenté el metabolismo del
acido.

Lactobacillus buchneri ha sido usado para aumentar la estabilidad aerdbica del maiz, cebada,
alfalfa, sorgo, cafa de azlcar, gramineas y otros cultivos (Filya, 2003; Huisden y col., 2009;
Pedroso y col., 2005). Kleinschmit y Kung (2006b) realizaron un meta-analisis con 33 estudios para
evaluar el efecto de L. buchneri en silos de maiz. Los autores observaron un aumento en la
concentracién de acetato, reduccién de lactato y consecuente disminucion de levadura. Los
efectos de L. buchneri en silo de maiz fueron dependiente de la dosis de inoculante, con dosis de
100.000 siendo mas efectiva que dosis por debajo de los 100.000.

Aunque la produccién de acido propidnico se evidencie en silos tratados con L. buchneri, esta
bacteria no es responsable directa por la sintesis de este acido. La combinacidn de acido
propidnico y acético resulta en un efecto anti fungico sinérgico, lo cual aumenta la estabilidad del
silo. Driehuis y colaboradores (1999) observaron que el silo de maiz tratado con dosis crecientes
de L. buchneri resultaron en concentraciones crecientes de los dcidos acético y propidnico ademas
de 1-propanol, y no el 1, 2-propanediol normalmente esperado por el metabolismo de L. buchneri.
Ademds, la inoculacién con L. buchneri de 1x10° cfu/g resulté en un aumento de 10 veces de
acido propidnico y 3 veces de acido acético en relacidn al silaje no tratado. Este cambio en el perfil
fermentativo genero una estabilidad aerdbica de 792 horas contra apenas 42 horas del Control.
Los autores estipularon que el 1, 2-propanediol estaba siendo convertido en 1-propanol y acido
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propidnico por otro microorganismo. Esta hipdtesis fue confirmada por Krooneman y col. (2002),
gue aislaron una nueva cepa de bacteria heteroldctica, conocida como Lactobacillus diolivorans.
Estas cepas coexisten con L. buchneri y convierten 1,2-propanediol en 1-propanol y acido
propidnico. La presencia de acido propidnico es el resultado de una coexistencia entre las dos
bacterias y es por esto que el aumento de este acido en silos tratados con L. buchneri es tan
inconsistente.

Inoculantes de doble propdsito

El rol complementario de las bacterias homoldacticas y heteroldcticas en la fermentacién del silaje
ha llevado al desarrollo de inoculantes que contienen ambos tipos de bacterias, de manera de
mejorar la fermentacién y la estabilidad aerdbica del silaje. Estos inoculantes “doble propdsito” o
“combos” han sido usado exitosamente para mejorar la preservacion de los silos de maiz, alfalfa,
sorgo y pasto Bermuda (Filya, 2003; Schmidt y col., 2009; Schmidt y Kung, 2010). Kleinschmit y
Kung (2006a) observaron que los silos de maiz tratados con una mezcla de L. buchneri (4 x 10°
cfu/g) y P. pentosaceus (1 x 10° cfu/g) tenian menor concentracidon de NHs;, mayor concentracion
de acetato y mayor estabilidad aerdbica comparado con silos no tratados luego de 361 dias de
fermentacion.

Conclusiones generales

El uso correcto de los inoculantes bacterianos requiere entender los propdsitos especificos de las
diferentes cepas bacterianas. Como regla general, los inoculantes con bacterias homoldacticas son
usados para mejorar la fermentacion del silo, mientras que los inoculantes con bacterias
heterolacticas son utilizados para incrementar la estabilidad aerébica. Ademds de comprender la
funcidn de cada cepa, la concentracién y la tasa de inoculacién son de fundamental importancia
para la efectividad del producto. El aumento de la demanda por inoculantes desde el sector
productivo deberia fomentar a sectores académicos y privados de manera de promover el
desarrollo de inoculantes cada vez mas especificos (de acuerdo al cultivo), efectivos y
multifuncionales.
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