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mente se refiere & un nuevo procedimiento de conservacién por

1.

la presente invencién se refiere a la con=
servacién y la valoracidn de vegetales frescos, a fin de per-
mitir su consumo bajo una:forma apetecible a medida de las ne~
cesidades, ul’ceriornien:be a su fecha de recolecta; particular-

ensilado de vegetales, que utiliza wma mezcla de capas bacterig
nas definidas y de enzimas espec{ficas, sobre soportes apropia
dos; igualmente se refiere a los productos y medios necesarios
vara la realizacidn del procedimiento. ILa invencién se aplica
igualmente a los sub-productos himedos de las industrias agro-
alimenticias.

El problema de la conservacidén de los ve-
getales, en particular de los forrajes para la alimentacién
del ganado, se ha planteado desde hace tiempo, puesto que se
refiere esencialmente & la conservacién del forraje recolecta-
do durante los meses de produéci6n ¥y que debe ser consumido
todo a lo largo del afio. El hombre trata de alimentar su gana
do con alimentos que han mentenido sus cualidades organolépti-
cas, por ende con alimentos frescos y apetecibles, y ello du-

rante todo el afio, siempre que los costos sean modestos.

Todas las acciones de conservacidén de los
vegetales tienen como finalidad bloquear 4§ destruir prolifera-
ciones intempestivas de microorganismos que se encuentran nor=-
malmente en la superficie de estos vegetales; estas prolife-
raciones permiten la elaboracidén de enzimes de origen bacte~
riano, en particular gasdgenos, putrefacientes y alcalinizantes,
que conducen a la putrefacidn del vegetal, haciéndolo inapeten
te, inclﬁso téxico para el animal al que est{ destinado, ¥y con
secuentemente impropio pgra el consumo animal,
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2.

Asf pués se conocen ya tratamientos por

calor, frio 6 desecacidn pero estos tratamientos son caros. .

El ensilado es uno de los procedimientos
que permiten comservar los vegetales en forma fmeda y ape-
tecible, 2 un precio de costo pequefio; sin embargo la reali-
zacidn de esta técnica presenta wn cierto mimero de dificul-
tades que la presente invencidn contribuye a resolver. El
ensilado radica en el principio de la comservacidn de vege-
tales frescos durante un periodo mds § menos largo, en un re-
cinto cerrado y estanco, en medio 4eido, con el ffn de impe-
dir el desarrollo de los gérmenes putrefacientes, alcalinizan-
tes y gasfgeno no desarrolldndose estos gérmenes en medio deci
do. La realizacién de un buén ensilado es diffcil y se tro-
pieza con numerosos obstdculos, siendo los principales la for-
macidén de productos de fermentacién, peligrosos para la salud

de los animales.

Para una mejor compresién de las prdcticas
bdsicas de una buena comssrvacién, a continuacién se deseribe
esquemdticamente las diferentes fases que se derivan como con-
secuencia de la recolecta de los vegetales y después en el
silo. Desde el momento mismo que el forraje es cortado, las
enzimas de la planta actlan sobre los gld¥cidos y las proteinas
Estos glucidos son transformados rdpida y completamente en
otros azicares que sirven de principales fuentes de energfa
de los microorganismos. Una parte de las proteinas es trans-
formade mds lentamente hasta un estadio de 4eido aminados; es~
ta transformacién se detiene cuando el pH desciende por debajo
de 4,5. La planta continua respirando después de su coloca~
cién en el silo, mientras el afre aprisionado en la masa del

forraje contenga oxigeno: esta respiracién produce gas car-

bénico y agua, lo que ocasiona una disminucién de los azfcares:
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necesarios para el desarrollo ulterior de las bdeterias ldcti-
cas, Conviene por tanto reducir estos efectos por cierre rd-
pido y estanco del silo. Los microorganismos, situadoes én la
superficie de la planta verde, se desarrollan en el silo, uti-
lizando como materia nutritiva el jugo de las células vegeta=
les, liberado desde el momento mismo que las células mueren
por falta de oxfgeno. En las primeras horas que siguen a la
colocacidén en el silo, son las bacterias las que tienen necesi
dad de oxfgeno, las que se desarrollan: concurren en la de-
gradacidn de las protefnas; es pués importante impedir la
proliferacidén de los gérmenes mediante cierre rdpido del silo.
Se desarrolla entonces microorganismos que son a la ves aero-
bios y anaerobios. Estos microorganismos transforman los azd-
cares de la planta en 4cido acético principalmente, alcohol,
4cido 14ctico y gas carbdﬁico, acidificando asf{ el medio.
Dejan de vivir desde el momento mismo que el pH del medio cae
por debajo de 5,5. No hay mds interes em que estas bacterias
se desarrollen. lLas bacterias l4cticas actdan entonces cuando
el medio es anaerobio; producen a partir de los azfcares solu=-
bles disponibles, dcido 1dctico si son del tipo homofermenta-
rio y un poco de alcohol y de dcido acético si son del tipo
heterofermentario. Estas bacterias se desarrollan si hay can~
tidad suficiente de azdcares a su disposicién; el ensilado se
acidifica asf{ rdpidamente, para alcanzar un pH inferior 6
igual a 4. Zntonces se estabiliza, a condicién de que el afre

no penetre en el silo, puesto que 2 estos pH débiles y en pre-

sencia de afre puede todav{a haber desarrollo de mohos. 3i E
la proliferzcidn de las tacterias 14cticas es insuficiente, el’
pH desciende bastate rdpidamente a 4, y l2s bacterias bﬁriricaé,
anaerobias pueden desarrollarse; estas bacterias atacan los _
azdcares.residuzles y los trarnsforman en Zecido tutfrico y acéti
co, en gas carbénico 7 em hidrdgeno. 4idacan igualmente al dei

do lZctico, vara former los mismos derivados, adexds, estas
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en particular en el caso de vegetales pobres engldcidos fer-

4,

bacterias atacen a las proteinas que degradan hasta un estado
de amoniaco 6 que transforman en aminas. Son las principales
responsables de las desgracias de encilado.

Para remediar esta insuficiencia de acidez,

mentescibles, es conocido efectﬁax una acidificacién qufmica por
adicién de 4cidos diversos, en solucién, y de bajo costo: el
deido férnico es el mds utilizado, as{ como una mezcla de £ci-
do sulfdrico con formaldehido. Pero la manipulacién de los
dcidos no estd esenta de peligro para el hombre y el material.
Esta adicién de dcido se acompafia de una formacidn de jugo de
ensilado por plasmélisis, es decir paso directo del agua ce-
lular hacia el medio exterior. Estos jugos, que contienen
grandes cantidades de sustancias nutritivas, eminentemente fer
mentescibles, tales como gldcidos solubles, dcidos aminados y
vitaminas del grapo B, se deslizan al exterior y constituyen
una pérdide sensible de materia seca, périda que puede ir
hasta 3 a 4% de la masa emsilada. De otro lado, la putrefacidn
de estos jugos es muy nauseabunda y constituye un factor de
contaminacién grave, reprochado en los ensilados. ILa utiliza-
cién de decido y de formol reduce la apetencia del producto en—
silado. De otro lado, la reparticidn del 4cido en el seno de
1los vegetales no es en general hecha de forma homogénea lo que
es frecuente habida cuenta de la dificultad de mezclado: las
partes del silo que no hayan recibido uma cantidad suficiente
de 4cido no se conservan bién. -

Igualmente es conocido efectdar wna acidi~
ficacidn biolégica por adicién de bacterias muy glucidolfticas
cuya multiplicacién tiene como consecuencia wna utilizacidn
parcial de los gldcidos vegetales y la acidificacién progresi-

va del medio con formacién de deido ldctico. Sin embargo, es~

ta acidificacidén bioldgica, simple en su prineipio, es a veces
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5.

diffcil en su realizacién. En efecto numerosos obstdculos se
oponen a la realizacién de un buén ensilado: eleccién de cepas
rapidez de su cul¥ivo, antigonismos bacterianos que conducen a
su neutralizacién recfproca, crecimiento de bacterias indesea-
bles, aportadas por los vegetales, ILas bacterias propuestas
por el arte anterior son casi siempre de la industrfa lacte,
que no se desarrollan a ia temperatura ordinaria, en un medio
exento de leche § de sub-producto de la misma, como se deseri-
bé en la patente francesa 1.534.166; la siembra directa de
bacterias ldcticas en el ensilado no puede tener éxito mds

que respetando las condiciones complejas de las series de reac
ciones ffsicas y quimicas descritas anteriormente, y en fun-
cién de las condiciones del medio, esencialmente pH, ‘tempera-
tura, presencia de oxfgeno. Ademds, estas bacterias utilizan
esencialmente la lactosa, raramente la maltosa y jamds el al-
midén 6 la celulosa.

Igualmente se han descrito procedimientos,
en los que se afiade en el silo una materia prima rica en gld-
cidos, por ejemplo melasas, pulpas de remolacha desidratadas
con el fin de proporcionar gldcidos a las bacterias ldcticas.
Los resultados obtenidos son irregulares, puesto que los gld-
cidos aportados, particularmente sacarosza, son relativamente
poco utilizados por las baecterias ldcticas naturales. Esta
aportacidn no tiene influencia en las selecciones bacterianas
¥y actia mds por un aumento de la proporcién en materia seca,
que es un factor que favorece el crecimiento de las bacterias
but{ricas. Ia incorporacién de estas sustancias es diffeil,
incluso imposible si né se dispone de una instalacién particu-:
larmente adaptada. Las pulpas desidratadas soﬁ muy costosas |

para una aportacién nutricional pequefia. Dicho procedimiento
Se describe en la patente alemena 1.492.903: consiste en afia~

dir, en el medio a emsilar, una mezcla de cebada y de malta.
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6.

Es%e procedimiento depende estrechamente de las propiedades
diastdsicas de la malta que son variables y diffciles de con~
trolar por el usuario. De otro lado, esta accidn es lenta a
la temperatura ordinaria, y las cantidades necesarias de ceba
fuente de almidén, son grandes, y su incorporacién en el medio
de ensilado es muy costosa y diffcil de realizar. El rendi-
miento de transformacién del almidén en 4cido l4ctico final

es pequefio y la reaccidén se establece muy lentamente.

As{ pues, en 1= técnicas de ensilado cono-
cidas actualmente sdo los azdcares solubles, contenidos en los
vegetales, son utilizados en la produccién de 4cido ldetico.
Cuando se tieme que realizar a vegetales pobres englucidos,
en particular los del tipo leguminosas, el emsilado es prdeti-
camente imposible de realizar en buenas condiciones; las bac-
terias ldcticas no tienen suficiente elemento nutritive para
miltiplicarse, el medio es insuficientemente acidificado, y
se desarrollan productos téxicos rdpidamente que hacen el fo-

rraje impropio para el consumo.

El nuevo procedimiento segn la invencidn
permite obtener una fermentacidn ldectica en defrimento de otr=
reacciones bioldgicas indeseables, creande las condiciones in-
dispensables para esta ferﬁentacidn, es decir, puesta a dis-
posicidén de las bacterias l4cticas de elementos nutritivos de
los que tiemen necesidad para su crecimiento, sin aportacidn
de elementos exteriores, y destruccidén de las bacterias inde-
seables. Este procedimiento se aplica en la conservacién en
estado fresco, de cualesquiera tipos de especies vegetales,
tan variada y diffciles de tratar como, por ejemplo, la col,
la alfalfa & la remolacha.

La presente invencidn aporta un perfeccio-l
namiento en la estabilizacidén de vegetales por acidificacién,

T ——
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que no solo se aplica a todos los vegetales utilizables, siné
-ademds~ aumenta su valor nutritivo. El procedimiento segin lg
invencién permite por lo demds contener completamente toda
fermentacidn but{rica, prolonga la duracién posible de comser—
vacién que hace précti&amente independiente de la temperatura
¥y, mejora, en una gran medida, la utilizacién del nitrdgemo

vegetal por los animales.

EL nuevo procedimiento, segin la invencidn,
que comprende la adicién em el forraje d otro vegetal a ensi-
lar de al menos uma capa bacteriana, capaz de producir decido
14ctico a partir de azfcares fermentescibles presentes, se
caracteriza porgque se afiade, al mismo tiempo, un factor de de~|
gradacién de gldcidos superiores en amicares fermentesciles.

As{ pues, conforme a la invencién, gldei-~
dos superiores, en particular celulosa, pentosano, almidén,
etc. presentes en el vegetal a almacenar, son iransformados en
azdcares para ser puestos a disposicién de las bacterias que
operan la fermentacidén ldctica; ésta no puede por tanto ser in
suficiente y no disminuye la proporcién en azicares fermentes-—
cibles del vegetal.

El factor de degradacién de gldcidos su-
periores puede estar constitufdo por bacterias capaces de ata-
car estos glicidos y/o por enzimas apropiadas.

Una de las formas de ejecucién del nuevo
procedimiento segin la invencidn consiste en introducir en el
ensilado, en el momento de la ejecucién de &ste, al menos dos

tipos de bacterias: unas elegidas entre las que son capaces

de degradar los gldcidos superiores en azmicares fermentesci-
bles, y otras susceptibles de transformer en £eido lfctico '

estos azdcares fermentescibles.
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~ maltosa en dcido l4ctico.

8.

¥ds particularmente, el adyuvante de los
vegetales 6 del forraje, segdin la invencién, comprende al me-
nos una cepa microbiana capaz de degradar el almidén en malto-
s8a, y al menos una segunda cepa microbiana, que transforma la

Asf pués, contrariamente &l arte anterior,
la presente invencién permite poner siempre a disposicidén de
los micro-organismos, productores de 4cido ldetico, cantidades
de azfcar fermentescible suficientes para esta produccién lde-
tica; cualquiera que sea la especie vegetal tratada, se llega
as{ a tener bastante maltosa para que la formacién de 4eido
ldctico pueda tener lugar hasta un pH inferior a 4,5. Esta
formacidn es acelerada cuando se afiade enzimas pars degradar

los gldcidos superiores.

7 En efecto; Segin un aspecto facultativo,
pero preferido de la invencién, el forraje es igualmente adicig
nado de una 4§ de varias enzimas de accién complementaria sus-
ceptibles de romper los gldcidos en particular la celulosa,
los almidones, los pentosanos, etc., en azdcares fermentesci~
bles; en particular la hemi-celulasa y las amilasas, la
amiloglucosidasa son muy tiles desde este punto de vista para
asegurar la formacién de maltosa, necesaria en la produccidén
del £cido 14ctico por las bacterias. Se entiende por hemi-
celulasa un complejo hemicelolftico de origen fingico de accidn
enzindtica sacarificante del tipo galactomanasa, pectinasa, !
beta-glucanasa, xilan2sa y celulasa. ‘Actda sobre los consti- .
tuyentes glucidicos de las membranas celulares y las dextri-~

nas en zopas de pH comprendidas entre 5,5 y 2. ILas amilasas
son de varios tipos y origenes., las «-y (g-amilasas -~ de ori
gen fdngico hidrolizan las uniones ot (i-4) de los almidones

procduciendo principzlmente m2ltosa, pero iguszlmente triosss y



10

15

20

25

30

_ estd formada por una membrana constitulfda de pentosanos y de

| se para por tanto cuando el pH del silo desciende por debajo del

9.

destrinas 1fmites (polfmeros que contienen de 5 & 8 moléculas
de osas), no siendo freccionados los enlaces (1-6) por esta
amilasa, Esta amilaga actda sobre el almiddn de los granos de
glmidén estallado; en efecto, la periferia del grano de almidén

gldcidos superiores no atacados por la amilasa x<§ f3. Ademds,

actda en un campo de pH comprendido entre 4 y 6,4. Su aceién
valor 4.

Para completar la accidn hidrolizante de
esta amilasa fungica, se ha afiadido en la preparacidén destina-
da a la conservacién de los vegetales, y este punto forma par-
te de la invencién, una amilasa de origen bacteriana. Esta en-
zima actda sobre los almidones licuados por accién de las an~
teriores amilasas y produce esencialmente maltosa. Esta enzima
actda en un campo de pH comprendido entre 5 y 8.

A fin de fraccionar las uniones 1-6, no
atacadas por las anteriores enzimas, se ha afladido una tercera
enzima amilolftica, objeto de la invencién, en el producto de
ensilado. Se trata de la amiloglucosidasa que es un complejo
enzimdtico sacarificante, catalizador de hidrdélisis de las
uniones <¢ (1-4) y sobre todo << (1-6) de las cadenas finales
del almidén, que produce esencialmente d-glucosa a partir de la
dextrinas l{mites. Esta amilasa actfa a un pH comprendido entri
3y6,8.

Estas enzimas presentadas en formas de megz|
cla tienen asf una accidén complementaria por su actividad sobre
los gldicidos mds complejos hasta los mds simples, en zonas de !
PH que podrian ir de 7 a 2; la mdxima actividad para cada enzi-

ma se alcanzarfa a medida de la disminucién del pH el cual no
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descienden por debajo de 3,5 en el silo, y en intervalos de tem
peratura que varian de 10 a 30se, compatibles con las condicio-

nes del silo.

Merced a la invencién, el acido lactico se
produce en detrimento de los glucidos superiores, en lugar de
los azUcares inferiores de gran valor nutritivo. Esta transior
macién de los glicidos complejos en azlcares asimilables y fer-
mentescibles aumenta el valor nutritivo del vegetal ensilado:
permite mejores rendimientos zootécnicos, por la utilizacion
directa de estos ultimos azucares, 6 por lo menos por la acti-
vacion de las bacterias del rumen, a las que estos aportan un

suplemento de energia.

Las cepas de bacterias, utilizadas segon
la invencion, presentan las caracteristicas comunes siguientes:
son tadas susceptibles de hacer fermentar la glucosa, el reac-
tivo VWP (VOges-Proskauer) y la oxidasa, mientras que no tienen

accion sobre el inositol, sorbitol, citrato, urea y no producen

HoS.

Aunque sea posible utilizar conjuntos ele-
gidos entre numerosos micro-organismos, conocidos, aplicando
el principio de la invencién enunciado mas arriba, se obtienen
resultados particularmente favorables con ciertas bacterias,
Gram +, en particular cocci y vaoilos. EIl cuadro siguiente da

las caracteristicas de dichas bacterias.
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CUADRO I

Cocel Gram +

1

Glucosa o+
Mannitol . -
Inositol -
Sorbitol -
Rhamosa : -
Sacarosa +
Mé&libiosa -
Amigdalina +
Arabinosa -
Maltosa +
Almidon -
Gelatina -
Catalasa -

0N PG (B galactosidasa)
A D H (arginina dihidrolasal
L D ¢ (lisina décarboxilasa)
T D A(triptofana désaminasa)

Citrato -
H2S -
Ura - -
Indola -
VP (V8ges Proskauer) +
Fitratos ' -

Oxidasa +

2

3

+

Bacilos Gram

5 )
+ +
+
+ +
+ +
+ -
+ +
+ +
- +
+ -
+ -
+ +
+ +
+
+
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12.

Se puede ver segin las caracterfsticas del
cuadro anterior que los dos tipos de bacterias empleadas ejer-
cen acciones complementarias. Asf pués los coccos (n¢ 1 a 3)
hacen fermentar la mayor parte de los glicidos simples y sobre

.todo las glucosas, sacaresas y maltosa, Proliferan por tanto
abundantemente en tanto estos azfcares estén presentes en el
forraje: ello se traduce por la formacidén de £eido 14ctico y
un descenso rdpido del pH hacia 4,5, por emde por una parada
completa de la fermentacién butfrica. Sin embargo, esta proli-
feracién de los cocci conducirfa a un descenso grande de la can
tidad de azicares simples indicados; por el contrario, el almi-
dén presente en el vegetal, permenecerfa inutilizade, en razén
de la inaptitud de estos cocos en atacarle: pero entonces
interviene la proliferacién de los bacilos (mfmero 5 a 7)
que fraccionan el almidén en azicares asimilables por las otras

bacterias del mismo grupo (mfmeros 4 y 6).

Las bacterias, utilizables en el procedi-~
miento segin la invencién, pueden ser cultivadas de forma clé-
Sica sobre gelosa con un medio nutritivo que comprende harinas
de cereales. Son tales como por ejemplo Streptococcus laectis,
Lectobacillus plantarum, Leuconostoc mesentéroides (Betacoccus)

etC. oue

Las cantidades de mezcla sobre soporte de
las baterias en cuestién empleadas por toneladas de forraje
cortado, son aproximadamente de 10 a"15 Kg, encerrando esta
mezcla Seca una cantidad del 6rden de 100.000 & 1.000.000 de
cocci y 100,000 a 1.000.000 de bacilos/g. En el momento el
que pH de aproximadamente 3,8 a 4,2 se alcanza en la materia
ensilada, sembrada con estas bacterias, el nimero de gérmenes

vivos, por gramo de materia, es del 4rden de 109.
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Han sido efectdados ensayos en silos de
3

4 m” de capacidad sobre dactyle Lucifer recolectado en Junio,

al comienzo de la espigacién. Este forraje era cortado finamen

te .y sometido al almacenamiento en tres. condiciones diferentes:

A) sin ningén tratamiento,

B) tratado con tres litros de £cido fér-
mico/hg, de forma conocida y,

C) adicionado de 7 Kg de cultivo de 7
bacterias sobre soporte, cuyas caracterfsticas estdn indicadas
nds arriba (n2 1 a 7).

Despuéds de 90 a 120 dfas, en andlisis de
los tres ensilados condujo z los siguientes resultados (cuadro
I1).

Se puede ver que es el tratamiento segtn
la invencién el que conduce al pH mds bajo y a la proporcién
en dcido ldctico mds fuerte; presenta la ventaja de no dar lu-
gar ni a la formacién del 4cido propidnico, ni a la del deido
butfrico y solamente a aproximadamente la mitad del 4cido
acético que se forma en los otros procedimientos.

CUADRO II

< v it e e e wm

N del | N solu | Acidos organicos y alcoholes

pH NH, % ible % g/Rg MS
dei N idel to
total | tal lac- | Acé- |Pro— yjButi §Alco-
tico jtico (pio- jrico {holes;
nico

A no tra-
$ado

|
4,34 14,1 49,8 7796 29,1 §2,5 0 7,8 !
i
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q N del | N solul Acidos orgamicos. y alcohole
PR mm, 4(vle % g/Xg - MS .
def ¥ del to,
total | tal lac~ | Acé- | Pro— { Buti+ Alco
tico | tico {pio- | ricol hole
nico
B tratamien -
to formicoj4,05 17,7 | 42,7 {69,9] 25,3 0,8} 0o { 6,7
C tratado se
gin la in-
vencién [4,02 7,7 | 48,1 {95,0 | 14,7} O 0o [11,0

a 0,74 UF/kg.

La digestibilidad y la ingestibilidad de
estos ensilados han sido medidas sobre carneros; se ha encontra
do después del tratamiento con dcido férmico la proporeién 0,68
UF/Kg, mientras que el tratamiento segin la invencién condujo

El balance del nitrégeno sobre animales en
desarrollo conduce igualmente & resultados que ponen de manifies
to el interés del tratamiento segdn la invencién, como se puede

ver en el cuadro III.

CUADRO TIIXY
< ¢
¥ ingerido N FécaTl N urinario] N z:ten;._
g/ ‘

g/il $8 | g/ij | 4N lg/j ¥
inge inge- inge=
rido 1 rido rido

b 32 trate 20,3 {7,451 36,8 12,70} 62,7 | 0,12} 0,6
B: tratamien ‘

to formicél» 18,7 17,16 | 38,3 10,50} 56,4 | 1,02} 5,5
C: tratado sd _

gin la inm 167 16,28} 3T,7| 8,241 49,5 | 2,14{12,8

vencidn :
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_da a la vez bacterias y enzimas, se puede efectuar una mezela

ha indicado mds arriba, con la mezcla de las enzimas preconiza-

15.

Asi pués, el nitrégeno retenido es mds del
doble del que se obtlene después del tratamiento férmico.

Para preparar una composicién que compren-
de las bacterias necesarias, depositadas sobre soporte como se

das. Upa forma preferida de la invencién consiste en afiadir
estas enzimas depositadas a su vez sobre un soporte de cereales
(trigo, cebada, cebada germinada) tomados preferentemente en
forma finamente trturada; el almidén contenido en el soporte
se afiade asf al almidén y los gl¥cidos contenidos en los ve-
getales; es degradado en azicares fermentescibles que aumentan
asf el valor nutritivo del emsilado.

La composicién de la mezela bacterias so-
portadas, y de mezela de enzimas depositades 6 no sobre sopor-
tes de cereales puede comprender proporciones diferentes de
cada uno de los comstituyentes. Esta mezela seca encierra uma
cantidad del 4rden de 100.000 a 1.000.000 de coeci y de 100.000
a2 1.000.000 de bacilos/z.

Ias cantidades de hemi-celulasa, de amila-
sas y de amiloglucoxidasa pueden ser variables; se calcula en
funcién de la naturaleza del forraje a tratar. PYero estas proe
porciones estdn en general comprendidas emtre 0,05 a 0,20% en
peso del vegetal ensilado, es decir aproximadamente 35.000 U.I/
g de hemi-celulasa, entre 0,05 a 0,20% es decir 250 unidades/g
de amilasa bacteriana; entre 0,10 a 0,20% es decir 50.000 uni-
dades PS 50/g de amilasa fiungica y entre 0,10 y 0,70%, es de-
cir 200 wnidades AG/g de amiloglucosidasa. é
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' enzimas soportadas son de 10 a 15 Eg aproximadamente por tone~

16.

Cuando las encimas son depositadas sobre
soporte de cereales segin la forma preferida de la invencién,
el producto & incorporar en el emsilado puede contemner 1 Kg de
enzimas para 9 Kg de soporte aproximadamente.

Las cantidades empleadas de bacterias y

lada de forraje.

Ensayos preliminares a la introduceidén de
la mezcla bacterias enzimas soportadas en el silo, han sido
efectuados a #In de poner en manifiesto la accidén de cada una
de las enzimas sobre el almidén crudo.

Se mezecla a 1.000 g de harina de cebada
triturada con martillo, la enzima estudiada (estando indicado
el porcentaje en los cuadros IV y V) y 100 mg de zisasan como
antibidtico. Se afiade entonces 100 g de agua dulce (22 T.H.)
a temperatura ambiente: se obtiene una pasta relativamente

consistente.

Después de 72 horas (para los ensayos de
la primera serie) y 56 horas (para los ensayos de la segunda
serie) a temperatura ambiente, la pasta (que de partida tiene
un pH de 5,3) es dispersada en aguz destilada y el voldmen es
completado hasta 500 ml. Se filtra esta dispersién, y se efec-
tda sobre los filtrados las dosificaciones de los dros reducto-

res, as{ como la dosificacién de la glucosa, |
!

Durante estos ensayos, se produce una mod;i
ficacién fisica de la pasta que resulta muy flufda con la amilo
glucosidasa, flufda con amilasa bacteriana y es poco modifi- E

cada con respecto al testigo con la amilasa fungica.
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CUADRO IV
. 12 Serie de emsayos : T2 horas
% pH % azfcares %
enzims | al fi- reductores glucosa
| nal del en glucosa cierta
ensayo
Testigo - 5,40 8,6 4,3
Amilasa fungica 2 4,55 12,6 T,1
Amilasa bacteriana 1 5,30 16,7 6,6
Amilasa bacteriana )
+ Amilasa fungical 1 4,60 19,2 10,8
Amiloglucosidasa 1 5,20 29,3 12,=
CUADRO V
22 serie de ensayos : 56 horas
% PH % azucares %
enzima al final reductores ; glucosa
del ensa- en glucosa | cierta
yo
Amilasa fungica 0,2 5,30 10,0 5,2
Amilasa bacteriana; 0,1 5,35 14,1 6,2
Amiloglucosidasa 0,1 5,25 18,8 12,8
Amilasas bact. y
fung. + hemicelu-
losa + Amilogluso- 0,1 5,25 21,35 19,49
sidasa
i
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res reductores y glucosa verdadera son superiores con la amilo-

Estos cuadros permiten comparar la activi-
dad propia de cada enzima sobre los almidones crudos, y la mi~
sién complementaria en la accidn sinergética de la mezcla de 1a4
cuatro enzimas; se vé jgualmente que los rendimientos en azdca-

glucosidasa puesto que esta es capaz de fraccionar las uniones

Ensayos han sido efectdados sobre col, es~
tando acompafiado el cultivo de las bacterias afiadidas de wna e
quefia adicién de <- y (J-amilasa de origen fingico y de hemi-
celulasa. En estas condiciones, se ha comprobado wna disminu=
cién marcada de la proporcién en celulosa bruta em el ensilado
tratado segin la invencién, como se puede ver en el cuadro si-~

guiente:

CUADRO VI
A B C
no tratado | tratamiento <+ratado se-
férmico &in la in-
vencién
Agua 92,67 88,22 91,26
Materiales minerales 1,37 . 1,19 1,44
Proteinas brutas 2,07 2,80 1,94
Celulosa bruta 1,72 - 1,66 1,02
Nitrogeno amoniacal 0,095 ’ 0,074 0,055
Relacién NHé/F 28,8 16,5 17,7 g
Acido lzctico 0,06 0,08 1,74
Acido butyrico 0,02 0,007 '
Acido propionico 0,09 0,06 g
Acido acético 0,21 0,50 0,23
pH 5,30 4,55 3,95 l

18.
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19.

Ensayos han sido efectdados en silos de 4
m3 de capacidad sobre la alfalfa recolectada en Junio. Este fo
rraje era cortado finamente y sometido al almacenamiento con
las dos condiciomes siguientes:

A) tratado con 3 litros de deido férmico/
m3, de la forma conocida,

B) adicionado de 7 Kg de una mezecla cons~
titufda de las 7 bacterias sobre soporte cuyas caracterfsticas
son descritas mds arriba, y enzimas siguientes (amilasas de ori
gm- fdngico, amilasss de origen bacteriano, amiloglucosidasa, he
mi-celulasa) depositadas sobre un soporte de cebada finamente
triturado, en las porporciones indicas enteriormente.

. Despuds de 90 a 120 dfas, el andlisis de
los dos ensilados conduce a los resultados siguientes (cuadro

VII).

Se puede ver que es el tratamiento segin

| la invencién el que conduce 2l pH mds bajo y a la proporcién

en 4dcido ldctico m4s fuerte; presenta la ventaja de no dar
lugar ni a la formacién de 4cido propidnico ni a la del 4£ecido
butfrico. '

CUADRO VII
Silo tratado con Silo tratado se-
deido férmico gin la invencién
Materia seca % 23,70 24,08
PH 4,20 3,80
NNH3/N total 8,02 6,67
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20.

K. amoniacal
Acido acético
Acido propionico

" Acido butirico

Acido laectico

Silo tratado con
deido férmico

Silo tratedo se-
gin la invencién

0,51
6,08
trazas
1,62
18,60

0,42
5,92
trazas
trazas
25,50

El cuadro VIII, que sigue, indica las ca-
racter{sticas de dos grupos de bacterias Grsm +, Bacilli B8
a Bl14 y Streptocoques S4 a S7, que convienen para la realiza-
cién de la invencién. Estas bacterias han sido aisladas de
una harina de cebada por el método sobre gelosa UF en tubos
largos y estrechos con aislamiento por agotamiento, asf como
por el método de la anaerobiosis en caja de Pétri, sobre gelo-
sa (ver cuadro VIII).

Los bacilos B8 y B9 son Lactobacillus plan
tarum, B1Q0 y B11 son bacilos largos, B12 muy largoé, mientras
que los B13 y B14 son bacilos achaparrados. EL Streptocoque
54 es un coco especial, diferente de los otrs; S5 es el Strepto=
coque ldctico, mientras que los 36 y S7, a igualdad de reaccio-
nes bioquimicas, se presentan ambos en muy finas colonias,
pero difieren entre sf en el sentido de que el Strepto S6 apa-
rece en el Gram bajo la forma de cadenas cortas, mientras que
ST forme pequefios montones de gruesos cocos.

Por cultivo de estas cepas ge obtienen los'!
productos, segin la invencidn, a mezclar al forraje en el momen !
to de la puesta en silo. Aunque el cultivo pueda ser efectrfa- !
do de forma conocida de por sf, es preferibdle conducirlo de la i

|

siguiente manera.
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21.

CUADRO VIII
Bacilos Estreptococos
B9 B10 B11 B12 B13 Bt4{S4 S5 56 S7
Glucosa + + + + o+ i+ + + +
Marmitol - + 0+ o+ o+ l+ 4 - -
Inositol - - - ™ - - -
@ | Sorbitol - - - = - = s+ - -
§ Rhammosa - 4+  + + o+ 4+ |+ + - -
E’; Sacarosa - 4+ 4+ + + o+ {4 - + +
Welibiosa - 4 % - 4 = |+ + - -
Amigdalina - + + -+ + o+ +
Arabinosa - 4+ 4+ + + o+ 1+ + - -
Gelatina - 4 o+ T - - -
Catalasa - 4 + + + + |- - - -
CNPG - + o+ + 4+ 4 - + - -
ADH - - - - 4 g - - -
LDC - - - T - - -
cCDC - - - e - - -
8| Fopa T
el
§ Citrato - - = B - - -
’5 H2S - - - - - . - - -
© | Urea - - - - = e lem - - -
é indola - - - T I - - -
-g V.P. + o + + o+ 4+ e+ + + +
3 Nitratos - + o+ + o+ o+ 1+ - - -
Oxidasa + o+ o+ + 4+ o+ i+ + + +

bastante rico en proteinas, por ejeemplo en g/l:
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peptona pancreatica ¢ caseina
peptona Chapoteaut

glucosa

FaCl

leche desnatada

peptona pancrediica
peptona chapoteaut
NaCl

Glucosa

fosfato monopotdsico
fosfato disbdico

no alteren su principio fundamental.

extracto aminado de levadurs de cerveza:

@,

extracto aminado de levadura de cerveza:

L 2}

10
1,25
10

El medio, debe por el contrario, ser fuer—
temente tamponado a pH 7-7,2; su constitucién puede ser la de
una patilla glucosada ordinaria, por ejemplo (en g/1)

3,75

1,25
10

5

4

0,7

8,3

Los cultivos obtenidos son preferentemen-
te, empleados en estado seco, en particular liofilizados.

Deserita suficientemente la naturaleza
del invento, asf como la manera de realizarse en la prdctica
debe hacerse constar que las disposiéiones anteriormente indi-
cadas son susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto

22.

m——— —
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23.

REIVINDICACIONES

ﬁ.‘ Procedimiento de comservacidn y valori
zacidn de vegetales en estado verde, por acidificacidén 1ldctica
con ayuda de bacterias afiadidas antes del ensilado, caracteri-
zado porgue las bacterias capaces de provocar la fermentacién
14ctica son acompafiadas de un factor de degradacidn de glifcidos
superiores, en particular de la celulosa y del almidén, en azf-
cares fermentescibles, utilizables por las bacterias que produ-

cen la fermentacidén 14€etica.

2. Procedimiento segin la reivindicacién
1, caracterizado porque el factor de degradacién de los gldci-
dos superiores estd constitufdo por bacterias susceptibles de
hacer fermentar la glucosa, el reactivo VP 'y la oxidasa, mien-
tras que no tiemem accién alguna sobre el inositol, sorbitol,
citrato y urea, y no conducen 2 la formacidn de H,S.

3. Procedimiento segin lz reivindicacién
1, caracterizado porque el factor de degradacién de los gldei-
dos superiores estd constitufdo por una 6 varias enzimas, en
particular amilasa de origen fungico y/o0 bacteriano hemi-celula=-
sa y/o amiloglucoxidasa.

4, DProcedimiento segdn una de las reivin-
dicaciones 1 a 3, caracterizado porque las bacterias capaces de
producir la fermentacién ldctica son empleadas conjuntamente con,
a la vez, bacterias susceptibles de atacar los gli¥cidos superio=

res y las enzimas que pueden degradar estos glicidos.

5. Procedimiento segin una de las reivin
dicaciones 1 a 4, caracterizado porque las bacterias, utilizadas
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24.

con vistas a la fermentacién ldecticae, presentan igualmente las
caracterfsticas de la reivindicacién 2, es decir que pueden ha
cer fermentar la glucosa, el reactivo VP y la oxidasa, pero no
tienen aceidn alguna sobre el imositol, sorbitol, citrato y

. urea, y no producen HQS.

6. Procedimiento segin una deilas reivin
dicaciones 1 a 5, caracterizado porque las bacterias empleadas
son Gram + y pertenecen a las familias de los bacilos y de los

cocog.

7. Procedimiento segdn la reivindicacién
6, caracterizado porque las bacterias son bacilos, Streptoco~
ccus y/o Betacoccus, en particular Streptococcus lactis, Lac—
tobacillus plantarum y Leuconostoc mesentéroides.

8. Procedimiento segin wna de las reivin

" dicaciones 1 a T, caracterizado porque las bacterias utiliza-

das se obtiemen por cultivo de cepas aisladas de cereales, en
particular cebada.

9. TProcedimiento segin una de las reivine
dicaciones 1 a 8, caracterizado porque la cantidad de cultivo
bacteriano con su soporte, en estado seco, afiadida por tonela-
da de vegetales a emsilar, es apfoximadamen‘he de 10 a 15 Kg,
conteniendo este aditivo 100.000 a 1.000.000 de gérmenes vi-

-

VOS por gramo. : ‘

10. Procedimiento segin la reivindicacién
3, caracterizado porque las enzimas tiemen una accién comple-
mentaria frente a los gldcidos superiores que degradan, y por
que actian en un campo de pH iguslmente complementario que va
de T a 3,5 y en zonas de temperatura ' comprendidas entre 10
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25.

a 309C, que corresponden a las condiciones del silo,

11, Procedimiento segin las reivindieacig
nes 1 y 10, caracterizado porque la mezcla de enzimas estd
constitufda por 0,05 a 0,20 por millar en peso del vegetal a
ensilar, es decir 250 unidades/g de amilasas bacterianas, por
0,10 & 0,20 por millar en peso, es decir 50,000 unidades PS
50/g de amilasas fdingicas, por 0,10 a 0,70 por millar en peso,
es deeir 200 unidades AG/g de amiloglucosidasa y por 0,05 a
0,20 por millar en peso, es deeir aproximadamente 35.000 U.I./
g de hemi-celulasa.

12. Procedimiento segdn las reivindica-
ciones 1, 10 y 11, caracterizado porque la mezcla de enzimas se
deposita sobre un soporte de cereales y preferentemente sobre
harina de cebada finamente triturada.

13. Procedimiento segiin las reivindica-
ciones 1, 10, 11, y 12, caracterizado porque la proporcién
de enzimas depositadas sobre soporte de cereales es variable;
preferentemente es de 1 XKg de enzimas por 9 Kg de soporte.

14. Procedimiento segin las reivindieacip
nes 1 a 13, caracterizado porgque se emplea de 10 a 15 Kg. de
bacterias + enzimas, depositadas sobre soporte por tonelada
de forraje.

15. Procediﬁiento de conservacién y valo-

rizacién de vegetales en estado verde, tal y como queda sus-

tancialmente descrito en la presente Memoria.




Esta. Menoria, consta de 26 hojas, escritas
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