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DESCRIPCION
Bacterias acido lacticas para la preparacion de ensilaje y aditivo para la preparacion de ensilaje
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una bacteria acido lactica para la preparacion de ensilaje, un aditivo para preparar
piensos o aditivo para preparar ensilaje que usa dicha bacteria acido lactica y un método para preparar ensilaje usando
dicho aditivo.

Antecedentes de la técnica

El ensilaje es un alimento importante y un alimento basico principal para las vacas, y la calidad del ensilaje tiene una
influencia significativa en las operaciones de produccion lechera. El ensilaje se refiere a una técnica de fermentacion
de pasto crudo y otros cultivos forrajeros para su conservacion a largo plazo. Sin embargo, durante mucho tiempo se
han analizado dos problemas con respecto a la produccion de ensilaje. Uno es la fermentacion del acido butirico
causada por bacterias del acido butirico durante la conservacién hermética, que debe inhibirse. La otra es la
fermentacion secundaria del ensilaje causada por el calentamiento y el consiguiente deterioro de cantidades crecientes
de levadura, etc., después de la apertura, que también debe inhibirse. Para resolver estos dos problemas, los aditivos
de ensilaje se han examinado desde hace mucho tiempo; sin embargo, todavia no se dispone de ningun aditivo de
ensilaje que pueda resolver ambos problemas. En particular, el problema de la fermentacion secundaria se esta
volviendo mas grave a medida que se generaliza el uso de piensos de TMR.

Se han realizado propuestas para abordar estos problemas. Una propuesta importante es afiadir una bacteria acido
lactica, que es muy capaz de producir acido lactico en ensilaje, cuando el ensilaje se prepara de modo que el acido
lactico favorezca un descenso del valor de pH del ensilaje, inhibiendo de este modo el crecimiento de microorganismos
perjudiciales. La referencia de patente 1 describe que un descenso de la calidad del ensilaje debido a microorganismos
perjudiciales se puede prevenir usando, como bacteria acido lactica de ensilaje, la bacteria acido lactica Lactobacillus
plantarum cepa Chikuso-1 (PERM P-18930) que tiene una excelente resistencia al acido y capacidad de fermentacion
del acido lactico o la bacteria acido lactica Lactococcus lactis cepa RO50 (FER.M P-18931) que tiene accion
antibacteriana contra bacterias aerébicas y bacterias del acido butirico. Sin embargo, no se menciona la capacidad de
la invencion en la referencia de patente 1 para inhibir la fermentacion secundaria y se desconoce su efecto a este
respecto.

La referencia de patente 2 describe el uso, como bacteria acido lactica de ensilaje, la bacteria acido lactica
Enterococcus faecium cepa NAS62 (N1TE P-781) que produce bacteriocinas, para inhibir microorganismos
perjudiciales mediante la accion antibacteriana de las bacteriocinas. La referencia de patente 2 describe que no se
detectan bacterias filamentosas en el ensilaje y que no se detectan bacterias filamentosas en piensos TMR
fermentados, tampoco.

La referencia de patente 3 propone un aditivo para preparar ensilaje que contiene una bacteria acido lactica
homofermentativa capaz de producir reuterina que tiene acciéon antimicoética, asi como glicerol y vitamina B12. La
reuterina es una sustancia antibacteriana producida por Lactobacillus reuteri, en un ambiente anaerdbico, en un medio
de cultivo que contiene glicerina. B-hidroxipropionaldehido, que es un producto de fermentacion de la glicerina, se
detecta en el sobrenadante de este cultivo, y este -hidroxipropionaldehido, que supuestamente esta presente en
soluciones acuosas en forma de mondmero, hidrato o dimero, se denomina "reuterina". La reuterina presenta
propiedades antibacterianas contra bacterias grampositivas, bacterias gramnegativas, levaduras y hongos. Sin
embargo, la produccion de reuterina no es muy practica en aplicaciones reales de preparacion de ensilaje porque
requiere una gran cantidad de glicerol.La referencia de patente 4 desvela una composicion para la produccion de
ensilaje que usa Lactococcus lactis capaz de producir nicina, que es una sustancia antibacteriana, asi como una
bacteria acido lactica resistente a los acidos lacticos.

La referencia de patente 5 describe que, cuando se afiadi6 al ensilaje Lactobacillus diolivorans separado del ensilaje,
el ensilaje no experimentd una fermentacién anémala.

Como se ha descrito anteriormente, se proponen diversos tipos de bacterias acido lacticas para la preparacion de
ensilaje y de aditivos para la fabricacion de ensilaje usando estas bacterias acido lacticas; sin embargo, la realidad es
que ninguno de ellos es exactamente satisfactorio. En particular, el problema de la fermentacion secundaria del
ensilaje presenta un gran desafio.

Dicho de manera sencilla, el problema de la fermentacion secundaria del ensilaje se refiere a un deterioro aerébico
que se produce después de que el ensilaje se extraiga de un silo o rollo de envoltura. Ninguna de las bacterias acido
lacticas de ensilaje propuestas por la técnica anterior ha podido solucionar completamente este problema. En un silo
sellado o en un rollo de envoltura, el ensilaje esta en un ambiente de pH bajo constante, lleno de gas de acido
carbodnico, gas de nitrégeno, etc., y es estable. Las diversas bacterias que se habian adherido al material y entraron
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en el silo o el rollo junto con el material cuando se cargd, estan inactivas en esta condicién. Una vez que el silo se abre
o el rollo se rompe y el ensilaje se expone al aire, sin embargo, los microorganismos que se activan en presencia de
aire, o microorganismos especificamente aerobios, crecen rapidamente. En particular, las levaduras se activan
rapidamente con la humedad, temperatura y nutricion adecuadas (las levaduras toman el acido lactico, etc., producidos
en el ensilaje como nutrientes) y la temperatura del ensilaje aumenta rapidamente. Estimulados por este calor, los
hongos comienzan a crecer y, en consecuencia, el ensilaje no solo se vuelve marrén y desprende un olor fétido, sino
que también se vuelve menos apetitoso y digerible para las vacas, provoca pérdida de materia seca del ensilaje,
provoca diarrea en las vacas lecheras, conduce a la produccién de leche de inseguridad alcohdlica o similares, lo que
da lugar a una pérdida monetaria significativa.

Bibliografia de antecedentes de la técnica
Bibliografia de patentes

Referencia de patente 1: Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2004-041064

Referencia de patente 2: Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2011-41474

Referencia de patente 3: Patente japonesa abierta a inspeccion publica n.° 2008-35728

Referencia de patente 4: Patente internacional abierta a inspeccién publica n.° 2013/001862
Referencia de patente 5: Patente de los Estados Unidos abierta a inspeccion publica n.° 2005/0281917

Sumario de la invencion
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.
Problemas que debe resolver la invencion

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar una bacteria acido lactica que inhiba la fermentacion secundaria
del ensilaje y, por tanto, resulte Gtil en la preparacion ideal de ensilaje. Otro objetivo de la presente invencion es
proporcionar un método para fabricar ensilaje cuya fermentaciéon secundaria esté inhibida.

Medios para resolver los problemas

Después de una gran cantidad de investigacion y repetidas exploraciones de bacterias acido lacticas para preparar
ensilaje y piensos para lograr los objetivos anteriormente mencionados, los inventores de la presente invencion
identificaron un grupo de Lactobacillus diolivorans que tienen accion antilevadura, de entre los Lactobacillus diolivorans
que hasta ahora no llamaban la atencién como bacterias acido lacticas para preparar ensilaje. Se confirmé que los
Lactobacillus diolivorans de este grupo tienen alta capacidad de produccién de acido lactico y acido acético, para
mejorar la calidad del ensilaje. Los objetivos anteriormente mencionados se lograron utilizando este grupo de
Lactobacillus diolivorans.

La presente invencion abarca los siguientes constituyentes.

(1) Una bacteria acido lactica para preparar ensilaje, constituida por un Lactobacillus diolivorans que tiene accion
antilevadura, en donde el Lactobacillus diolivorans es la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0006 (NITE BP-02208),
la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0007 (NITE BP-02209) o la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0009
(NITE BP-02210).

(2) Ensilaje que contiene la bacteria acido lactica Lactobacillus diolivorans segun (1).
(3) Un aditivo para preparar ensilaje, que comprende la bacteria acido lactica Lactobacillus diolivorans segun (1).

(4) Un método para preparar ensilaje, caracterizado por que se afade al material de ensilaje un aditivo para la
preparacion de ensilaje segun (3).

Efectos de la invencion

La presente invencion puede proporcionar un Lactobacillus diolivorans, que es una bacteria acido lactica que tiene
accion antilevadura, asi como, en condiciones reales de fermentacion de ensilaje, accion para inhibir levaduras y otros
hongos y caracteristicas, para producir una sustancia antifiungica en una solucion de cultivo de la bacteria acido lactica.
Esta bacteria acido lactica puede proporcionar un aditivo de ensilaje que ofrece una excelente resistencia a los acidos
y puede lograr una fermentacion del acido lactico de calidad. La fermentacion secundaria se inhibe en el ensilaje
obtenido. Esto significa que, cuando la presente invencion se aplique a piensos TMR, etc., se espera que los piensos
emitan menos olor a descomposicion o deterioro, sean muy seguros para el ganado y lo consuman mas, y aumenten
el peso del ganado de engorde y la cantidad de leche producida por las vacas lecheras, entre otros.
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Breve descripcion de los dibujos

[FIG. 1] Un grafico que muestra que las células bacterianas trituradas de la bacteria acido lactica Lactobacillus
diolivorans propuesta por la presente invencion inhiben el crecimiento de la levadura Pichia fermentans.

[FIG. 2] Un grafico que muestra que las células bacterianas trituradas de la bacteria acido lactica Lactobacillus
diolivorans propuesta por la presente invencion inhiben el crecimiento de la levadura Issatchenkia orientalis.

[FIG. 3] Resultados de una prueba de exploraciéon de la bacteria acido lactica Lactobacillus diolivorans, donde la
inhibicion del crecimiento de la levadura Pichia fermentans es un indicador.

[FIG. 4] Resultados de una prueba de exploraciéon de la bacteria acido lactica Lactobacillus diolivorans, donde la
inhibicién del crecimiento de la levadura Issatchenkia orientalis es un indicador.

[FIG. 5] Un grafico de dispersion que muestra los resultados de las pruebas de exploracion mostradas en las FIGS. 3
y 4. Este grafico se usa para evaluar los efectos antilevadura contra las dos levaduras de un vistazo.

[FIG. 6] Un grafico que muestra las cualidades de fermentacion de las muestras de ensilaje fermentadas a 25 °C
después de afadir las bacterias acido lacticas para ensilaje en los ejemplos 1 a 4 y el ejemplo comparativo.

[FIG. 7] Un grafico que muestra las cualidades de fermentacion de las muestras de ensilaje fermentadas a 15 °C
después de afadir las bacterias acido lacticas para ensilaje en los ejemplos 1 a 4 y el ejemplo comparativo.

[FIG. 8] Un grafico que muestra los tiempos que tardan las muestras de ensilaje preparadas mediante la adicion de
las bacterias acido lacticas para ensilaje en los ejemplos 1 a 4 y el ejemplo comparativo, en alcanzar los 30 °C después
de la apertura.

[FIG. 9] Un grafico que muestra los tiempos que tardan las muestras de ensilaje preparadas mediante la adicion de
las bacterias acido lacticas para ensilaje en los ejemplos 1 a 3 y los ejemplos comparativos 1 y 2 y después
almacenadas en una condiciéon de 15 °C, en alcanzar los 30 °C después de la apertura.

Modo para llevar a cabo la invencién
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se refiere a una nueva bacteria acido lactica, Lactobacillus diolivorans, que tiene accion
antilevadura.

Ademas, la presente invencion se refiere a un aditivo para la preparacién de piensos que contiene la bacteria acido
lactica anteriormente mencionada, un pienso tal como ensilaje caracterizado por contener una cepa de la bacteria y
un método para prepararlo.

La presente invencidn se explica en detalle a continuacion.

La bacteria acido lactica Lactobacillus diolivorans propuesta por la presente invencién es una bacteria acido lactica
que experimente heterofermentacion. Puede obtenerse seleccionando esta bacteria acido lactica a medida que se
separa del ensilaje.

Normalmente, de entre las cepas bacterianas del acido lactico separadas del ensilaje, las cepas clasificadas como
Lactobacillus diolivorans se mezclan con trozos de maiz dentado u otro material vegetal usado para preparar ensilaje,
asi como una solucién de cultivo de una levadura separada del ensilaje, y la mezcla se coloca en bolsas de polietileno
y después se almacena durante dos meses a 25 °C, después de lo cual se abren las bolsas y el contenido de acido
organico, el recuento de células de levadura, el recuento de células de las bacterias acido lacticas y el tiempo hasta
alcanzar los 30 °C después de la apertura (tiempo de fermentacion secundaria) se usan como indicadores para realizar
un cribado primario.

A continuacion, los Lactobacillus diolivorans que presenten un contenido de acido organico, recuento de células de
levadura, recuento de células de bacterias acido lacticas y tiempo hasta alcanzar los 30 °C después de la apertura
(tiempo de fermentacion secundaria) favorables para el ensilaje, se cultivan usando el medio de cultivo MRS o el medio
de cultivo GYP, después de lo cual las células bacterianas se recogen y a continuacién se rompen en fragmentos, y
estas bacterias fragmentadas se seleccionan después de confirmar su accién antilevadura (accion para inhibir el
crecimiento de levadura) usando el crecimiento de la levadura Pichia membranifaciens, Issatchenkia orientalis o Pichia
fermentans separada del ensilaje, como indicador.
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Entre los Lactobacillus diolivorans antilevadura que tienen las caracteristicas anteriormente mencionadas, se prefieren
los que presenten una alta produccion de acido lactico, asi como accion de fermentacion del ensilaje de caracteristicas
de calidad favorables, ademas de la accion antilevadura.

La invencioén proporciona la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0006 (NITE BP-02208), la cepa de Lactobacillus
diolivorans SBS-0007 (NITE BP-02209) y la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0009 (NITE BP-02210), que fueron
separadas por los inventores de la presente invencion y se depositaron internacionalmente en el Depositario de
Microorganismos de Patentes del Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion (NPMD) (centro 122, 2-5-8
Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba-ken, Japon (cédigo postal 292-0818)) a partir del 22 de febrero de 2016.

Las bacterias acido lacticas anteriores se pueden cultivar usando un medio de cultivo convencional para bacterias
acido lacticas. El medio de cultivo no esta limitado de ninguna manera y se puede usar cualquier medio de cultivo
usado para cultivar bacterias acido lacticas. Por ejemplo, se puede usar el medio de cultivo GYP o el medio de cultivo
MRS. Aunque las condiciones de cultivo no estan limitadas de ninguna manera, normalmente, el cultivo se realiza a
un pH de 5,0 a 7,0 y de 25 a 40 °C durante 10 a 48 horas. Las bacterias acido lacticas cultivadas, que pueden estar
en estado de solucion de cultivo o solucién concentrada en la que las células bacterianas estan concentradas, se
pueden afadir al material para preparar ensilaje, o al ensilaje fermentado, TMR u otros piensos fermentados. Estas
soluciones se pueden usar congeladas. Ademas, las bacterias acido lacticas cultivadas pueden liofilizarse, secarse
por pulverizacién o secarse por lecho fluido, junto con un agente protector apropiado y un material de base, en polvo
y usarse como aditivo para la preparacion de ensilaje. Si fuera necesario, se puede afadir trehalosa, polvo de
carbonato de calcio, etc., al polvo de bacterias acido lacticas liofilizado. Ademas, cualquier componente conocido, tal
como celulasa, se puede afiadir para promover la fermentacion del ensilaje.

El aditivo para preparar ensilaje propuesto por la presente invenciéon se puede usar para preparar diversos tipos de
ensilaje y piensos fermentados. El material usado para preparar ensilaje o piensos fermentados no esta limitado de
ninguna manera y se puede usar cualquier material normalmente usado como pienso, donde los ejemplos incluyen
pastos y cultivos forrajeros tales como alfalfa, trébol, fleo de los prados, dactilo, alpiste arundinaceo, grama del Norte,
raigras italiano, raigras inglés, festuca cafiosa, festuca de los prados, Festulolium, poa de los prados, agréstide blanca,
pasto de Guinea, pasto rosado, pasto napier, avena, cebada, centeno, sorgo, pasto del Sudan, mijo, maiz, arroz
forrajero, asi como granos blandos que comprenden principalmente granos de maiz y arroz. Entre los subproductos
de la produccién de alimentos, los ejemplos incluyen lias de cerveza, lias de cerveza baja en mallta, lias de tofu, lias
de té, lias de sochu, lias de whisky, pulpa de remolacha, bagazo, lias de café, lias de zumo, lias de berza, lias de
almidon, etc. Entre los subproductos agricolas, los ejemplos incluyen paja de arroz, paja, verduras fuera de las
especificaciones, etc. Ademas, la presente invencion se puede afiadir a la TMR fermentada preparada mezclando
subproductos de la produccion de alimentos, ensilaje, subproductos agricolas, heno, piensos concentrados,
formulaciones de vitaminas/minerales, etc. Idealmente, estos materiales de pienso fermentados y de ensilaje se usan
ajustando el contenido de humedad en un intervalo de 40 a 90 por ciento en masa.

En cuanto a la cantidad de uso de un aditivo para preparar ensilaje, la cantidad de células bacterianas que se afadiran
se ajusta de modo que el recuento total de células se convierta en 10° a 107, o preferentemente 10* a 108, por 1 gramo
de material. Segun la presente invencion, el aditivo no esta limitado de ninguna manera y se puede usar cualquier
pasto o cultivo forrajero usado para ensilaje o pienso fermentado, donde los ejemplos incluyen alfalfa, trébol, fleo de
los prados, dactilo, alpiste arundinaceo, grama del Norte, raigras italiano, raigras inglés, festuca cafiosa, festuca de
los prados, Festulolium, poa de los prados, agrostide blanca, pasto de Guinea, pasto rosado, pasto napier y otros
pastos, asi como maiz, sorgo y otros cultivos forrajeros. De forma ideal, se usa maiz o sorgo que experimenta
facilmente una fermentacion secundaria. En cuanto a la forma de pastos y cultivos forrajeros, el pasto recién cortado
se puede usar directamente o se puede refrigerar o congelar y después conservar antes de su uso, o se puede friturar
y usar como polvo seco pasto secado al aire o liofilizado. Ademas, se pueden usar piensos disponibles en el mercado,
tales como granulos de alfalfa y cubos de heno, o se pueden usar granos blandos que comprenden principalmente
granos de maiz y arroz.

El ensilaje y los piensos fermentados se fermentan en condiciones anaerdbicas. El recipiente de fermentacion no esta
limitado de ninguna manera y se puede usar cualquier recipiente capaz de mantener un estado anaerdbico en cierta
medida, donde los ejemplos incluyen un silo de tipo bunker, silo de pila, silo de zanja, silo de torre, silo subterraneo,
silo de bloque, silo de taza, paca circular, bolsa contenedora flexible, etc. El ensilaje se puede obtener dejando el
material en reposo durante una semana a dos meses a una temperatura exterior de normalmente 5 a 30 °C, o
preferentemente de 15 a 25 °C, para la fermentacion.

El ensilaje y los piensos fermentados obtenidos mediante el uso del aditivo para la preparacion del ensilaje propuesto
por la presente invencidon no experimentan fermentacion secundaria después de su apertura, por lo que son preferidos
y consumidos en voliumenes favorables por las vacas, y sus valores nutricionales no disminuyen.



10

15

20

25

30

ES2911175T3

Ejemplos

La presente invencion se explica con mayor detalle a continuacion citando ejemplos y ejemplos comparativos. Resulta
evidente que las siguientes descripciones se proporcionan para explicar la presente invencion y no limitan la presente
invencion a estos ejemplos.

<1. Exploracion primaria de Lactobacillus diolivorans>

Se usaron dieciocho cepas de bacterias acido lacticas que se habian separado del ensilaje y que Snow Brand Seed
Co. LTD. habia confirmado que eran Lactobacillus diolivorans. Los nombres de las cepas dadas por Snow Brand Seed
Co., LTD. son las siguientes: 3, 66, 126, 128, 183, 187, 379, 518, 547, 574, 586, 602, 603, 617, 707, 746, 767 y Oda
2.

(1) Preparacion de ensilaje

Las 18 cepas se cultivaron en el medio de cultivo liquido GYP y se prepararon y liofilizaron 1,5 x 10° UFC/ml de liquido
de cultivo, para obtener bacterias acido lacticas en polvo. Se realizdé una prueba de exploracién primaria con estos
polvos.

En la prueba de exploracién primaria, se afiadieron 3 ml de un liquido de cultivo de levadura (7,0 x 108 UFC/ml)
separado del ensilaje existente a 300 g de trozos de maiz dentado cosechado en el otofio y después se congelaron y
se conservaron como material de ensilaje, después de lo cual se afiadié 1 ml de una solucién preparada suspendiendo
30 mg de cada uno de los polvos de bacterias acido lacticas en 100 ml de agua de intercambio i6nico mediante
pulverizacion (por un equivalente de 1 mg/kg) y los ingredientes se mezclaron, se pesaron y se separaron en unidades
de 100 g, que después se sellaron individualmente en bolsas de polietileno (repetidas tres veces). Las bolsas selladas
se conservaron durante dos meses en condiciones de preparacion de ensilaje de 25 °C.

(2) Calidad del ensilaje

Después del periodo prescrito, las bolsas se abrieron para retirar el ensilaje para medir el pH, el contenido de acido
organico (por HPLC), el recuento de células de bacterias acido lacticas y el recuento de células de levadura. Ademas,
el aumento de la temperatura del ensilaje después de la apertura se midi6é a una temperatura ambiente de 25 °C, para
medir cuanto tiempo tardé en alcanzar los 30 °C, un indicador de fermentacion secundaria del ensilaje. Los resultados
medidos se muestran en la tabla 1 a continuacion.
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Como se muestra en la tabla 1, se confirmé que las 18 cepas probadas de Lactobacillus diolivorans eran cepas
favorables que producian acido acético/acido propiodnico, pero no producian acido butirico, en el ensilaje. Sin embargo,
estas muestras de ensilaje hechas de maiz dentado congelado y conservado contenian principalmente acido acético
y su fermentacion secundaria no pudo evitarse mediante la inhibicion de levadura.

<2. Exploracién secundaria de Lactobacillus diolivorans>

El ensilaje de maiz dentado se prepard usando las 18 cepas de Lactobacillus diolivorans usadas en la exploracion
primaria y se realizd una exploracion secundaria en funcién del tiempo hasta alcanzar los 30 °C debido a la
fermentacién secundaria después de la apertura, como indicador.

(1) Preparacion de ensilaje

El maiz dentado (en la etapa amarilla madura) se cosechd y se cortd en trozos pequefios con una trituradora, después
de lo cual cada uno de los polvos de bacterias acido lacticas se afiadié a 1 mg por 1 kg de maiz dentado y se mezcld
bien, al igual que en la exploracion primaria, y se cargaron 800 g de la mezcla y se sellaron en frascos de 1 | como
ensilaje. El ensilaje se almacend a una temperatura de 25 °C y se fermenté durante 10 semanas.

(2) Exploracién de cepas bacterianas segun el cambio de la calidad del ensilaje

Después del periodo prescrito, los frascos se abrieron para retirar el ensilaje para medir el cambio de la temperatura
del ensilaje después de la apertura, para medir cuanto tiempo tardé en alcanzar los 30 °C, un indicador de fermentacion
secundaria del ensilaje, para seleccionar cepas bacterianas que inhibieran la fermentacion secundaria. Como
resultado, se confirmoé que las dos cepas de 603 y 767, en particular, impidieron que la temperatura del ensilaje
aumentara durante mucho tiempo (100 horas o0 mas) después de la apertura. Ademas, se confirmé que el crecimiento
de levadura estaba inhibido en el ensilaje preparado con las cepas 603 y 767.

<3. Separacion de la cepa 767S y la cepa 767R de la cepa 767>

Cuando la cepa 767 se subcultivd en el medio de placa MRS, se separ6 en un clon que tenia una forma de colonia
suave y un clon que tenia una periferia de colonia rugosa. El primero se denominé "767S", y el ultimo se denomind
"767R".

Las pruebas que se explican a continuacion se realizaron en las tres cepas de 767S, 767R y 603.
<4. Prueba de inhibicion del crecimiento de levadura>

Las cepas 767S, 767R y 603 inhiben el crecimiento de levadura en ensilaje y en sistemas de cultivo de levadura pura,
las bacterias trituradas de las cepas 767S, 767R y 603 inhiben la proliferacion. Esto se explica citando ejemplos
representativos.

(1) Método de prueba
1) Preparacion de solucion de células de bacterias acido lacticas trituradas

Se mezclaron un medio de cultivo liquido MRS (Difco) y un medio de cultivo de caldo de maiz al 10 % en polvo en una
relacion de 1:1. Las bacterias acido lacticas se inocularon en el medio mixto y se cultivaron durante cinco dias a 37 °C.
A continuacion, se distribuyeron 10 ml de la solucion de cultivo en un tubo Falcon de 15 ml y se centrifugaron a
3500 rpm durante 15 minutos. A continuacion, se descarto el sobrenadante y los sedimentos se lavaron dos veces
con PBS (-). Los sedimentos lavados se centrifugaron de nuevo a 3500 rpm durante 15 minutos y los sedimentos se
suspendieron en 1 ml de PBS (-). Se colocd un tubo Falcon de 50 ml que contenia agua en una bandeja llena de hielo,
y se coloco en él el tubo Falcon de 15 ml, y, en estas condiciones, las células se trituraron durante 5 minutos usando
un desintegrador ultrasénico. Después de centrifugar a 3500 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se filtr6 a través
de un filtro de membrana de 0,2 ym y se esterilizd, para obtener una solucion de células bacterianas trituradas. Este
liquido de extraccion de bacterias acido lacticas se uso para la prueba. Cabe destacar que las bacterias acido lacticas
en las que se realiz6 esta prueba, eran las que se sabe que inhiben el crecimiento de levaduras en el ensilaje, a saber,
Lactobacillus paracasei 2347, Lactobacillus buchneri NKO1 y Lactococcus lactis TJ48 (SBS0001), asi como las cepas
767S y 767R separadas anteriormente.

2) Prueba de inhibicion del crecimiento de levadura

En una microplaca de 96 pocillos, se distribuyeron 180 ul de base nitrogenada de levadura (Difco) ajustada a pH 4,0,
10 ul de fuente de carbono 100 mMy 10 pl de cada solucidn de células de bacterias acido lacticas de prueba trituradas
y después se afadieron 2 yl de cada levadura lavados con PBS (-) (solucién de cultivo obtenida cultivando la levadura
a 27 °C durante 48 horas en el medio de cultivo YPD (levaduras: se afadio Pichia fermentans (en lo sucesivo en el
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presente documento denominada "Pf") e Issatchenkia orientalis (Candida krusei, en lo sucesivo en el presente
documento denominada "Ck")). La fuente de carbono fue acido lactico para Pfy acido acético para Ck. Cabe destacar
que las dos levaduras usadas habian sido separadas del ensilaje, e identificadas, por los inventores de la presente
invencion.

La solucion de cultivo se cultivd de forma aerdbica a 27 °C durante 48 horas y después se agitd por pipeteo, después
de lo cual se evalud la accion de inhibicion del crecimiento de la levadura en funcion de la medicién de D.O. a 600 nm.

(2) Resultados

Los resultados de la prueba de inhibicién del crecimiento con respecto a la levadura Pf se muestran en la FIG. 1,
mientras que los resultados de la prueba de inhibicién del crecimiento con respecto a la levadura Ck se muestran en
la FIG. 2.

Claramente, se confirmé que las soluciones de células bacterianas trituradas de las cepas 767S y 767R inhiben el
crecimiento de levaduras en comparacion con las de otras bacterias acido lacticas. Se determind que esta prueba es
util para la exploracion de la accion antilevadura.

Ademas, cuando se realizé la misma prueba en las cepas 603 y 547 exploradas en funcidon de su capacidad para
inhibir el aumento de la temperatura del ensilaje, también se confirmé que las soluciones de células bacterianas
trituradas de las cepas 603 y 547 inhiben notablemente el crecimiento de levadura. Supuestamente, esta accion
inhibidora de la levadura es atribuible a la produccion de una sustancia que presenta algun tipo de accién antilevadura
en las células de las bacterias acido lacticas.

No se conocen Lactobacillus diolivorans que produzcan tal sustancia con accién antilevadura.

Los resultados de las pruebas anteriores confirman que los Lactobacillus diolivorans separados del ensilaje y
explorados por los inventores de la presente invencion representan un nuevo grupo de microorganismos que tienen
una buena capacidad de fermentacion del ensilaje asi como una accién antilevadura.

Cabe destacar que las cepas 767S, 767R y 603 han sido depositadas internacionalmente por los solicitantes de la
presente invencion en el Depositario de Microorganismos de Patentes del Instituto Nacional de Tecnologia y
Evaluacion como la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0006 (NITE BP-02208), la cepa de Lactobacillus diolivorans
SBS-0007 (NITE BP-02209) y la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0009 (NITE BP-02210), respectivamente.

<5. Propiedades bacterianas de las cepas 603, 547, 767S y 767R>

Las cuatro cepas de 603, 547, 767S y 767R anteriores se clasifican como Lactobacillus diolivorans. Estas cuatro cepas
se examinaron mas a fondo para determinar sus propiedades bacterianas (propiedades de asimilacién de azucar)
segun el Manual de Bergey. Sus propiedades de asimilacion después de 48 horas de cultivo fueron diferentes de las
presentadas después de 5 dias de cultivo. La tabla 2 a continuacién muestra las propiedades de asimilacion después
de 48 horas de cultivo, mientras que la tabla 3 muestra las propiedades de asimilacién después de 5 dias de cultivo.

Cabe destacar que la tabla 2 también enumera las propiedades de asimilacién de azlcar de la cepa JCM12183
(proporcionada por RIKEN BioResource Center), que es una cepa convencional de Lactobacillus diolivorans cuya
informacién esta disponible para el publico, para comparacion.
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[Tabla 2]
Referencia o

pr JomM12183 | N-° 547 | N.°603 1675 7678
Control - - - - - Control

Slicerol - - - - = Glicerol
Eritritol - - - - - Eritritol
D-Arabinosa - - w W w D-Arabinosa
L-Arabinosa + + - + + L-Arabinosa
D-Ribosa + + + + + D-Ribosa
D-Xilosa + + - e + D-Xilosa
L-Xilosa - - W - - L-Xilosa
D-Adonitol - - - - - §D-Adonitol
Metil-BD-Xilopiranosido + + w w + Metil-BD-Xilopiranosido
D-Galactosa + - + + D-Galactosa
D-Glucosa - - - + + D-Glucosa
D-Fructosa + W + + D-Fructosa
D-Manosa - - - w W D-Manosa
L-Sorbosa - - - - - L-Sorbosa
L-Ramnosa - - - i L-Ramnosa
D-Dulcitol - - - - - D-Dulcitol
Inositol - - - - - Inositol
D-Manitol - - - W W D-Manitol
D-Sorbitol - - - W w D-Sorbitol
Metil-AD-Manopiranésido - - - - - Metil-AD-Manopiranésido
Metil-AD-Glucopiranosido + - - W w Metil-AP_—GIucopiranc’)sido
N-Acetil glucosamina - - - - - N-Acetil glucosamina
Amigdalina - ~ - - - Amigdalina
Arbutina - - - o - Arbutina

Citrato férrico de esculina - - - - - Citrato férrico de esculina
Salicina - = - - Salicina
D-Celobiosa - - - - D-Celobiosa
D-Maltosa ++ - - w + D-Maltosa
D-Lactosa - - - w W D-Lactosa
D-Melibiosa + - - + + D-Melibiosa
D-Sacarosa - - - — D-Sacarosa
D-Trehalosa - - - - - D-Trehalosa
Inulina - - - ~ - Inulina
D-Melecitosa - - - - - D-Melecitosa
D-Rafinosa W - - W w D-Rafinosa
Almidén - - - - - Almidon
Glucégeno - - - - - Glucégeno
Xilitol - - - W Xilitol
Gentiobiosa - = - - - Gentiobiosa
D-Turanosa - - - - - D-Turanosa
D-Lixosa - - - - - D-Lixosa
D-Tagatosa - - - - - D-Tagatosa
D-Fucosa - - - - D-Fucosa
L-Fucosa - - -~ - L-Fucosa
D-Arabitol - - - + + D-Arabitol
L-Arabitol - - - - - L-Arabitol
Gluconato & - - W W Gluconato
2-ceto-gluconato - - - - - 2-ceto-gluconato
5-ceto-gluconato + w w w W 5-ceto-gluconato
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[Tabla 3]
5d N.° 547 N.°603 1678 167R
Control - - = - Control
Glicerol - - - - Glicerol
Eritritol - - W W Eritritol
D-Arabinosa - W W W D-Arabinosa
L-Arabinosa + % + + L-Arabinosa
D-Ribosa + + + + D-Ribosa
D-Xilosa + > + + D-Xilosa
L-Xilosa - W - W L-Xilosa
D-Adonitol - W - {D-Adonitol
Metil-BD-Xilopiranosido + + + + |Metil-BD-Xilopiranosido
D-Galactosa - - + + lD-GaIactosa
D-Glucosa W + + + D-Glucosa
#D-Fructosa W W + + D-Fructosa
D-Manosa - - w W D-Manosa
L-Sorbosa - - - - L-Sorbosa
L-Ramnosa - - - - L-Ramnosa
D-Dulcitol - - - ~ D-Dulcitol
Inositol - - - - Inositol
D-Manitol - - W w D-Manitol
D-Sorbitol - - w w D-Sorbitol
Metil-AD-Manopiranosido - - - - Metil-AD-Manopiranosido
Metil-AD-Glucopiranésido - - W w Metil-AD-Glucopiranésido
N-Acetil glucosamina - N-Acetil glucosamina
Amigdalina - - - - Amigdalina
Arbutina - - - - Arbutina
Citrato férrico de esculina - - - - Citrato férrico de esculina
Salicina - - - Salicina
D-Celobiosa - - D-Celobiosa
D-Maltosa - - W 4 D-Maltosa
D-Lactosa - - W W D-Lactosa
D-Melibiosa: - - + + D-Melibiosa
D-Sacarosa - - 4 w D-Sacarosa
D-Trehalosa - - - - D-Trehalosa
Inulina - - - - Inulina
D-Melecitosa - - - - D-Melecitosa
D-Rafinosa -~ - W + D-Rafinosa
Almidon - - - - Almidon
Glucdgeno - - - - Glucogeno
Xilitol - - w Xilitol
Gentiobiosa - - - - Gentiobiosa
D-Turanosa - = - - D-Turanosa
D-Lixosa - - - - D-Lixosa
D-Tagatosa - - - - D-Tagatosa
D-Fucosa - - - - D-Fucosa
L-Fucosa - - - - iL-Fucosa
D-Arabitol - - + + D-Arabitol
L-Arabitol - - - - L-Arabitol
Gluconato - - W w §Gluconato
2-ceto-gluconato - - - - 2-ceto-gluconato
5-ceto-gluconato W w W w 5-ceto-gluconato

Cabe destacar que se ha confirmado que las cepas 767S y 767R tienen propiedades de asimilacion de lactosa, asi
como propiedades de asimilaciéon de sacarosa no mostradas por la cepa convencional. Ademas, las cepas 547 y 603

se caracterizan por propiedades de baja asimilacion de galactosa y glucosa.
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<6. Exploracion terciaria de Lactobacillus diolivorans>

Como se ha descrito anteriormente, se seleccionaron las cepas 767S y 767R, mediante la exploracion secundaria, en
funcién de su capacidad para inhibir la levadura en el ensilaje. Esta prueba se aplicé de nuevo a cepas conservadas
de Lactobacillus diolivorans que los inventores de la presente invencion habian separado del ensilaje, para una
exploracion terciaria basada en la accién antilevadura. Las cepas sometidas a la prueba son las siguientes:

Se probaron las 16 cepas de 126, 128, 183, 187, 518, 547, 574, 586, 602, 603, 617, 707, 746, 767S, 767R y Oda 2.
(1) Método de prueba
1) Preparacion de solucion de células de bacterias acido lacticas trituradas

Como en la prueba en 4 anterior, se inocularon 100 pl de una solucién de cultivo MRS de cada Lactobacillus diolivorans
en una mezcla 1:1 de medio de cultivo liquido MRS (Difco) y medio de cultivo de caldo de maiz al 10 % en polvo, y se
cultivaron a 37 °C durante cinco dias.

La solucion de cultivo se centrifugd a 3000 G durante 15 minutos, después de lo cual se descarté el sobrenadante, se
afadié 1 ml de PBS (-) a los sedimentos y las células se trituraron usando un desintegrador ultrasénico con
enfriamiento en hielo. La solucién de células trituradas se centrifugé a 3000 G durante 15 minutos y el sobrenadante
de la solucion de células trituradas se filtré a través de un filtro de membrana de 0,22 pm y se esterilizo.

A continuacion, se afadieron 10 pl del sobrenadante mencionado anteriormente, 180 ul de medio de cultivo YNB (pH
4,0) que contenia glucosa al 0,1 % y 100 pl de fuente de carbono 100 mM (acido lactico o acido acético) a una
microplaca de 96 pocillos, en la que se inocularon 2 pl de solucion de cultivo YPD de levadura y se cultivaron a 27 °C
durante 48 horas. Para la levadura, se uso Pichia fermentans (Pf) cuando se uso6 acido lactico como fuente de carbono,
mientras que se uso Issatchenkia orientalis (Ck) cuando se us6 acido acético como fuente de carbono.

Al final del cultivo, cada pocillo se mezclé/agitd completamente mediante pipeteo y se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 600 nm usando un lector de microplacas. En funciéon de la prueba antilevadura anterior, se
determind un resultado de exploracién de 0,35 o menos absorbancia tanto en el medio de cultivo de acido lactico como
en el medio de cultivo de acido acético como una indicacion de la accion antilevadura/de inhibicién de la levadura.

2) Resultados

La FIG. 3 muestra la evaluacion (absorbancia) de la accion antilevadura basada en el acido lactico (AL) como fuente
de carbono, mientras que la FIG. 4 muestra la evaluacion (absorbancia) de la accion antilevadura basada en el acido
acético (AA) como fuente de carbono. Ademas, se cred un grafico de dispersion, representando el eje de abscisas la
absorbancia de AA y representando el eje de ordenadas la absorbancia de AL. Este grafico de dispersion se muestra
en la FIG. 5. Al usar el grafico de dispersion, los efectos contra especies de levadura de diferentes tipos se pueden
determinar simultaneamente.

Como resulta evidente a partir de las FIGS. 3, 4 y 5, las cepas 547, 602, 603, 707, 767S y 767R se exploraron como
cepas de Lactobacillus diolivorans que cumplian con el indicador de crecimiento de levadura de 0,35 o menor
absorbancia.

Ademas, los resultados de la prueba usando los ejemplos que se muestran a continuaciéon revelaron que el
Lactobacillus diolivorans con accién antilevadura se puede explorar usando una levadura de prueba de Pf o Ck. En
otras palabras, la prueba de eficacia antilevadura mencionada anteriormente es un método excelente para explorar
bacterias acido lacticas que tengan una accién para inhibir la fermentacién secundaria del ensilaje (aumento de la
temperatura del ensilaje) después de la apertura.

<6. Fabricacion de aditivos para ensilaje con las cepas 767S, 767R, 603 y 547>
1. Cultivo de células bacterianas

En los ejemplos a continuacion, los aditivos de ensilaje se fabricaron usando las cepas 767S, 767R, 603 y 547
considerando la tasa de crecimiento de las bacterias acido lacticas, etc.

El medio de cultivo liquido de peptona de extracto de levadura de glucosa que se muestra en la tabla 4 a continuacion
se ajusto a pH 5,5 y después se esterilizd a 121 °C durante 15 minutos. El medio de cultivo se prepar6 en diferentes
cantidades de 10 ml para cultivo de activacion, 8 | para inoculacion y 1600 | para cultivo principal.

Se inoculd un asa de inoculacion de células de cada bacteria conservada a -80 °C en el medio de cultivo de activacion
y se cultivd a 37 °C durante 24 horas. Al final del cultivo, se inocularon 8 ml de la solucién de cultivo de activaciéon en
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8 I del medio de inoculacion y se cultivaron a 37 °C durante 24 horas. De nuevo, al final del cultivo, la cantidad total de
la solucién de cultivo de inoculacion se afiadié a 1600 | del medio de cultivo principal y se cultivé a 37 °C durante 24
horas.

[Tabla 4]

Componente Relacion

Glucosa 2,00 %

Extracto de levadura 1,00 %

Peptona 1,00 %

Sulfato de hierro 0,01 %

Sulfato de magnesio 0,01 %

Sulfato de manganeso 0,01 %

Composicion del medio de cultivo
2. Liofilizacion de células bacterianas

Como resultado del cultivo principal, se obtuvo una solucién de cultivo de 6,0 x 10° UFC/ml de densidad celular
bacteriana por 16001. Toda la solucién de cultivo se centrifugd en una centrifuga continua, para obtener un
concentrado de células bacterianas de 1,0 x 10'" UFC/ml por 40 |. Los 40 | de concentrado de células bacterianas se
afnadieron a 80 | de una solucion de trehalosa al 15 % que se habia esterilizado a 121 °C durante 15 minutos y después
se dejo enfriar, después de lo cual la mezcla se suspendié a 15 °C durante 30 minutos, se congelé a -30 °C y se
conservo en estado congelado hasta que finalmente se liofiliz6. Las células bacterianas congeladas se liofilizaron
usando métodos ordinarios. El polvo liofilizado obtenido tenia un recuento de células vivas de 2,4 x 10" UFC/g.

3. Fabricacion de polvo para preparar ensilaje

El polvo liofilizado recogido se midié para el recuento de células vivas y después se mezcld con un polvo de trehalosa
hasta que se alcanzo 2 x 10"" UFC/g. Los polvos preparados de este modo a partir de la cepa 767S, la cepa 767R, la
cepa 603 y la cepa 547 se denominan ejemplo 1, ejemplo 2, ejemplo 3 y ejemplo 4, respectivamente, a continuacion.

Cabe destacar que estos polvos también representan materiales centrales de polvos para preparar ensilaje. Se diluyen
de 5 a 1000 veces con trehalosa, carbonato de calcio, zeolita u otro polvo, para obtener aditivos de ensilaje.

<7. Prueba de eficacia del polvo para preparar ensilaje (1)>
(1) Muestras de prueba

Los polvos de los ejemplos 1 a 4 se usaron para preparar ensilaje con el fin de confirmar la eficacia. Ademas, un polvo
preparado de la misma manera a partir de la cepa de Lactobacillus buchneriNK-01 usada en "Silo SP", una formulacién
de bacterias acido lacticas para preparar ensilaje comercializada por Snow Brand Seed Co., LTD., se us6 como
ejemplo comparativo.

(2) Preparacion de ensilaje

En un proceso de preparacion de ensilaje de maiz, cada uno de los polvos de bacterias acido lacticas en los ejemplos
1 a4y el eiemplo comparativo se afiadié y se mezcld hasta que se logré un recuento de células de bacterias acido
lacticas de 10% UFC/g por material de ensilaje, después de lo cual la mezcla se cargo y se sellé en frascos de prueba
de 1 | por aprox. 800 g cada unoy se conservo durante dos meses en dos condiciones de 25 °C y 15 °C, para preparar
ensilaje. Después de los dos meses, se abrieron las botellas y se realizaron las siguientes pruebas. Cabe sefialar que
se prepararon tres frascos de prueba en cada ejemplo. ...

(3) Prueba de calidad del ensilaje

No se observé fermentacion anémala en ninguno de los frascos. De cada ensilaje se midio el pH, el contenido de acido
lactico (AL), el contenido de acido acético (AA) y el contenido de acido succinico (AS) usando métodos ordinarios,
para evaluar la calidad del ensilaje. También se comprobd el nivel de olor a fermentacion. La FIG. 6 muestra las
cualidades del ensilaje después de la conservacion a 25 °C, mientras que la FIG. 7 muestra las cualidades del ensilaje
después de la conservacion a 15 °C.

Todas las muestras de ensilaje conservadas a 25 °C de los ejemplos 1 a 4 mostraron un pH menor y, por tanto, fueron

mejores, que la muestra del ejemplo comparativo 1 y la muestra sin aditivos. Se confirmé que también tenian un buen
olor a ensilaje y no presentaban fermentaciones anémalas.
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Las muestras de ensilaje conservadas a 15 °C en los ejemplos y el ejemplo comparativo no mostraron diferencias
notables en la calidad.

(4) Prueba de fermentacion secundaria después de la apertura

Tiempo hasta alcanzar los 30 °C después de la apertura, recuento de células de levadura inmediatamente después
de la apertura, recuento de células de levadura de ensilaje conservado a 25 °C 2 dias después de la apertura, recuento
de células de levadura de ensilaje conservado a 15 °C 3 dias después de la apertura.

1) Tiempo hasta alcanzar los 30 °C

Para las muestras de ensilaje de los ejemplos y el ejemplo comparativo, y la muestra sin aditivos, se midié el tiempo
hasta alcanzar los 30 °C. Los resultados medidos se muestran como promedios y desviaciones tipicas. Ademas, la
prueba de significacion estadistica se realiz6 en cada ejemplo segun la prueba de la t de Student (nivel de significacion:
5 %), Los resultados se muestran en la tabla 5 a continuacién y la FIG. 8.

[Tabla 5]

Tiempo hasta alcanzar los 30 °C (horas hasta la fermentacién secundaria)

Conservado a 25 °C Conservado a 15 °C
Horas Desivi.acién Prueba de Horas Desivi.acién Prueba de

tipica lat tipica lat

Sin aditivos 31,33 2,89 a 33 4 a

Ejemplo comparativo (Silo SP) 33,67 1,15 a 31,67 0,47 a
Ejemplo 1 (767S) 184 0 b 57,33 8,99 ab
Ejemplo 2 (767R) 177,67 5,69 b 50,33 15,57 ab

Ejemplo 3 (603) 184 0 b 66,33 9,84 b
Ejemplo 4 (547) 184 0 b 41,67 4,99 ab

En la prueba de la t, existen diferencias significativas entre los grupos de diferentes simbolos.

Como se muestra en la tabla 5 y en la FIG. 8, la fermentacion secundaria se inhibié notablemente en las muestras de
ensilaje a las que se afiadieron las formulaciones de bacterias acido lacticas para ensilaje, proporcionadas en los
ejemplos. Ademas, este efecto fue prominente en las muestras de ensilaje conservadas a 25 °C, que es una
temperatura de preparacion de ensilaje preferida, necesitando el ensilaje en los ejemplos aproximadamente seis veces
mas tiempo que el ensilaje en el ejemplo comparativo, para alcanzar los 30 °C. Esto corrobora que las muestras que
se ajustan a la presente invenciéon, como se proporcionan en los ejemplos, tienen una acciéon para inhibir la
fermentacién secundaria del ensilaje.

Segun el ensilaje conservado a 15 °C, las muestras en los ejemplos tardaron aproximadamente 20 horas mas que las
muestras en el ejemplo comparativo y la muestra de control sin aditivos, antes de experimentar la fermentacion
secundaria.

2) Recuentos de células de levadura de ensilaje conservado a 25 °C inmediatamente después de la apertura y 2 dias
después de la apertura

Las muestras de ensilaje de los ejemplos y el ejemplo comparativo, y la muestra sin aditivos, se conservaron a 25 °C
y después se midid el recuento de células de levadura inmediatamente después de la apertura y también 2 dias
después de la apertura. Los resultados medidos se muestran como promedios y desviaciones tipicas. Ademas, la
prueba de significacion estadistica se realizé en cada ejemplo segun la prueba de la t de Student (nivel de significacion:
5 %). Los resultados se muestran en la tabla 6 a continuacion.

[Tabla 6]

Recuento de células de levadura, conservado a 25 °C

Inmediatamente después de la apertura 2 dias después de la apertura
Recuento de Recuento de
células de Desviacion | Pruebadela | células de Desviacion | Prueba de la
levadura Log tipica t levadura Log tipica t
(ufc/g) (ufc/g)
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Sin aditivos 4,85 0,08 c 8,54 0,03 b
Ejemp('gijfggf‘rat'vo 3,6 1,73 bc 8,25 0,27 b
Ejemplo 1 (767S) 1,6 0 a 2,94 0,58 a
Ejemplo 2 (767R) 1,6 0 a 2,94 0,58 a
Ejemplo 3 (603) 1,6 0 a 2,6 0 a
Ejemplo 4 (547) 1,6 0 a 2,6 0 a

En la prueba de la t, existen diferencias significativas entre los grupos de diferentes simbolos.

La tabla 6 muestra que, con las muestras de ensilaje a las que se afadieron las formulaciones aditivas de bacterias
acido lacticas para ensilaje, proporcionadas en los ejemplos, el recuento de células de levadura inmediatamente
después de la apertura fue tan bajo como 1/1000 o menos de los niveles de la muestra de ensilaje en el ejemplo
comparativo y de la muestra de control (sin aditivos). Como resultado, el recuento de células de levadura 2 dias
después de la apertura fue tan bajo como 1/100 000 o menos de los niveles de la muestra de ensilaje en el ejemplo
comparativo y de la muestra de control.

3) Recuentos de células de levadura de ensilaje conservado a 15 °C inmediatamente después de la apertura y 3 dias
después de la apertura

Las muestras de ensilaje de los ejemplos y el ejemplo comparativo, y la muestra sin aditivos, se conservaron a 15 °C
y después se midid el recuento de células de levadura inmediatamente después de la apertura y también 3 dias
después de la apertura. Los resultados medidos se muestran como promedios y desviaciones tipicas. Ademas, la
prueba de significacion estadistica se realizé en cada ejemplo segun la prueba de la t de Student (nivel de significacion:
5 %). Los resultados se muestran en la tabla 7 a continuacion.

[Tabla 7]

Recuento de células de levadura, conservado a 15 °C

Inmediatamente después de la apertura 3 dias después de la apertura
Recuento de Recuento de
células de Desviacion | Pruebadela | células de Desviacion | Prueba de la
levadura Log tipica t levadura Log tipica t
(ufc/g) (ufc/g)
Sin aditivos 5,36 0,22 ab 8,44 0,23 ab
Ejemplo comparativo
(Silo SP) 5,48 0,16 b 8,49 0,2 b
Ejemplo 1 (767S) 3,44 0,73 ab 7,11 1,11 ab
Ejemplo 2 (767R) 4,79 1,45 ab 7,82 0,51 ab
Ejemplo 3 (603) 3,04 1,28 a 5,82 1,93 a
Ejemplo 4 (547) 4,99 0,29 ab 8,1 0,32 ab

En la prueba de la t, existen diferencias significativas entre los grupos de diferentes simbolos.

Como se muestra en la tabla 7, el recuento de células de levadura fue menor con todas las muestras de ensilaje a las
que se afiadieron las formulaciones aditivas de bacterias acido lacticas para ensilaje, proporcionadas en los ejemplos,
comparado con la muestra de ensilaje en el ejemplo comparativo; sin embargo, el efecto no fue muy notable. Lo mismo
ocurre con el recuento de levadura 3 dias después de la apertura.

<8. Prueba de eficacia del polvo para la preparacion de ensilaje (Il) (Prueba de ensilaje fermentado a 15 °C)>

Se realizo otra prueba con respecto a la eficacia de las muestras que se ajustan a la presente invencion, para inhibir
la fermentacién secundaria que de otro modo se produciria en la preparacion del ensilaje a baja temperatura.

(1) Muestras de prueba

Los polvos de los ejemplos 1 a 3 y del ejemplo comparativo 1 se usaron para preparar ensilaje con el fin de confirmar
la eficacia.
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Ademas, el ensilaje se prepar6 usando un polvo preparado de la misma manera a partir de la cepa convencional de
Lactobacillus diolivorans JCM12183 (proporcionada por RIKEN BioResource Center) usada en la presente invencion,
como ejemplo comparativo 2.

(2) Método de prueba

El ensilaje se preparo de la misma manera que en la prueba en 7, en donde el ensilaje se conservo durante dos meses
a 15 °C, que es una condicién de fermentacion de ensilaje en regiones frias. El ensilaje se abri6 después de dos
meses y se sometid a la prueba de fermentacion secundaria después de la apertura. En otras palabras, el tiempo
hasta alcanzar los 30 °C después de la apertura se midié de la misma manera que en la prueba en 7.

(3) Resultados de la prueba
Los tiempos hasta alcanzar los 30 °C, basados en promedios de tres frascos, se muestran en la FIG. 9.

La muestra sin aditivos y la muestra del ejemplo comparativo 1 alcanzaron 30 °C en aproximadamente 30 horas. La
muestra del ejemplo comparativo 2 alcanzé los 30 °C en 39 horas. Por otro lado, las muestras de los ejemplos 1 a 3
tardaron 50 horas o mas en alcanzar los 30 °C, segun los resultados. En otras palabras, los aditivos de ensilaje segun
la presente invencion inhibieron la fermentacion secundaria del ensilaje preparado a temperatura fria, mas eficazmente
que la cepa bacteriana conocida de preparacion de ensilaje Lactobacillus buchneri NK-01 o la cepa convencional de
Lactobacillus diolivorans JCM12183.

Las formulaciones aditivas de bacterias acido lacticas para ensilaje segun la presente invencién inhibieron el
crecimiento de levaduras en el ensilaje, aumento de la temperatura del ensilaje debido a la fermentaciéon secundaria
y descenso de la calidad del ensilaje después de la apertura. En particular, se confirmé que lograron estos resultados
de manera muy eficaz en ensilaje fermentado a temperatura baja.
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REIVINDICACIONES
1. Una bacteria acido lactica para preparar ensilaje, constituida por un Lactobacillus diolivorans que tiene accion
antilevadura, en donde el Lactobacillus diolivorans es la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0006 (NITE BP-02208),
la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0007 (NITE BP-02209) o la cepa de Lactobacillus diolivorans SBS-0009
(NITE BP-02210).
2. Ensilaje que comprende la bacteria acido lactica de Lactobacillus diolivorans segun la reivindicacion 1.

3. Un aditivo para preparar ensilaje, que comprende la bacteria acido lactica de Lactobacillus diolivorans segun la
reivindicacion 1.

4. Un método para preparar ensilaje, caracterizado por afiadir el aditivo para preparar el ensilaje segun la reivindicacion
3 a un material de ensilaje.
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[FIG. 1]
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[FIG. 2]
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[FIG. 3]

‘ m’rg
: 0,43
[ a8
LS
B EN
[ s

P02

.~ J
"

13 128 By 167y HE 547 S G &2 Wi £i7 G 18 P PR Oda 2 i

19



[FIG. 5]
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Acido organico (% de MF)
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Sin aditivos silo SP 71675 T6TR 603 547

[FIG.7]
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80,00 M Conservado a 25 °C
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[FIG. 9]

Tiempo hasta alcanzar 30 °C
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