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1. Resumen

Este trabajo de investigacion presenta la evaluacion del efecto de dos aditivos
microbiolégicos de bacterias acido lacticas en el ensilado de Agave salmiana. A
través de ensayos de laboratorio, se utilizaron: una cepa nativa de Lactobacillus
pantheris (CM4), aislada de ensilados finales de agave y un aditivo comercial para
ensilados mixto de Lactobacillus plantarum y Pedioccocus pentosaceus, para ello
se realizaron cinéticas microbiologicas y se cuantificaron parametros fisicoquimicos
como pH, pérdida de materia organica, saponinas, oxalatos, concentracién de
azucares reductores y acumulacion de lactato. Los resultados demostraron que la
adicion de CM4 mejora el ensilado, con una disminucion considerable de pH,
azucares reductores y saponinas, y, por ende, una mayor produccién de lactato,

promoviendo condiciones favorables para la conservacion del material vegetal.

Palabras clave: Aditivos microbiologicos, ensilado, Agave salmiana, BAL,

Lactobacillus pantheris.

Abstract

This tesis evaluated the effect of two lactic acid bacteria aditives on Agave salmiana
silage. Through laboratory tests, an isolated native strain of Lactobacillus pantheris
(CM4) and a mixed commercial brand of Lactobacillus plantarum and Pedioccocus
pentosaceus were explored, microbiological kinetics were carried out and
physicochemical parameters such as pH, organic matter loss, saponins, oxalates
and reducing sugars concentration and lactate accumulation were quantified. The
results showed that the addition of CM4 improves silage, with a considerable
decrease in pH, soluble sugars and saponins, with a greater production of lactate,

promoting favorable conditions for plant material conservation.

Keywords: Microbial aditives, silage, Agave salmiana, LAB, Lactobacillus pantheris.



2. Introduccion

El ensilado es una técnica de conservacion de forrajes y residuos vegetales que
permite mantener su valor nutricional mediante un proceso de fermentacion
anaerdbica. Este método ha sido ampliamente utilizado en la agricultura para
asegurar una fuente constante de alimento para el ganado, especialmente durante
épocas de escasez. Sin embargo, el éxito del ensilado depende en gran medida de
las condiciones microbioldgicas que se desarrollan durante el proceso. La presencia
de bacterias acido lacticas (BAL) es esencial para la acidificacion del medio y la
inhibicion de microorganismos indeseables, como coliformes y levaduras, que
pueden afectar la calidad del ensilado. La comprension de los microorganismos
implicados en este proceso ha permitido optimizar practicas de fermentacion en el

mismo.

El objetivo de este trabajo de investigacion se centra en la evaluacién de indculos
de bacterias acido lacticas en ensilado de Agave salmiana, una planta de
importancia econdmica, gastronodmica y cultural en México, asi mismo se aborda la
cuantificacion de compuestos clave, como el lactato, saponinas y azucares
reductores, ademas de la medicion de parametros como el pH y la pérdida de
materia organica por liberacién de COz2. Estos estudios permiten evaluar la eficacia
de los in6culos en el ensilado de A. salmiana, contribuyendo asi al desarrollo de

estrategias mas eficientes para su conservacion.



2.1 Agave

Los agaves pertenecen a la familia Agavaceae, siendo plantas perennes,
hermafroditas y monocotiledéneas, cuyo ciclo de vida es de entre 7 y 12
afios (Campos-Herrera et al., 2025). Ademas, son plantas xéricas que se han
adaptado a climas desfavorables y suelos pobres, largos periodos de sequia y altas
temperaturas, por ello, estan presentes de forma mas comun en zonas desérticas y
semidesérticas del continente americano, estan provistas de hojas suculentas en
posicion helicoidal desde la base del tallo, que puede ser corto o largo. Sin embargo,
presentan caracteristicas morfolégicas variadas segun la especie (Bethsua

Mendoza Mendoza & Brianda Susana Velazquez de Lucio, 2023).

El género Agave comprende 210 especies y es endémico del continente americano.
México es considerado el centro de origen y domesticacion de los agaves, teniendo
159 especies presentes en su territorio, de las cuales, 129 son endémicas del pais
(Santiago-Martinez et al., 2023). Su importancia radica principalmente en su utilidad
como alimento para humanos, y son mayormente conocidas en su uso para la
produccion de bebidas alcohdlicas (pulque, tequila y mezcal) y bebidas frescas
(aguamiel), uso medicinal, extraccidon de jarabes altos en fructosa, forraje, la
obtencidn de fibras vegetales e inclusive su uso como cercas vivas; desempefando
un papel clave en los pueblos a nivel local y regional de México (Bernardino-Nicanor
& Gonzalez-Cruz, 2023).

La obtencién de estos valiosos productos, se asocia estrechamente a la condicion
fisiologica de estas plantas, ya que poseen el metabolismo acido de las crasulaceas
(CAM). El azucar, los compuestos medicinales y las vitaminas beneficiosas para los
humanos son posibles gracias al almacenamiento de carbohidratos solubles y
compuestos secundarios en las grandes vacuolas de estas plantas suculentas.
Estas grandes vacuolas permiten un ciclo de carbono de 24 horas, fundamental
para las plantas CAM, sus estructuras foliares estan adaptadas para mantener la
rigidez y la presion de turgencia en condiciones de sequia y calor extremos. La

eficiencia en el uso del agua asociada a este tipo de plantas es posible gracias tanto



al almacenamiento de agua como al aislamiento hidraulico de las plantas, lo que
requiere fibras fuertes pero flexibles para soportar la masa de agua en su interior, a
la vez que evita el contacto entre el tejido vegetal y el suelo. Las largas fibras
celulésicas que sostienen esta estructura foliar son ideales para tejer textiles y
cuerdas (Davis & Ortiz-Cano, 2023).

Esta planta representa un recurso de alta importancia econdmica, ecoldgica, cultural
y nutricional en México desde la época prehispanica y, durante la época colonial, se
convirtié en una importante agroindustria para la economia del pais (Blas-Yafez &
Thomé-Ortiz, 2021). Su historia cultural, politica, ecoldégica y agrondémica sugiere el
potencial de los agaves para proporcionar recursos agricolas resilientes al clima. La
eficiencia en el uso del agua, la tolerancia al calor, posibilitadas por su fisiologia
CAM, han permitido a las especies de agave abastecer a los seres humanos durante
miles de afos y estas caracteristicas siguen siendo prometedoras para un futuro

con un clima cambiante (Davis & Ortiz-Cano, 2023).

La rica historia de este género se presta, por lo tanto, a un modelo emergente de
redescubrimiento de recursos naturales a través del conocimiento ecoldgico
tradicional. Este redescubrimiento tiene el poder de orientar las estrategias de
diversificaciéon para una agricultura sostenible ante las condiciones climaticas
cambiantes (Davis & Ortiz-Cano, 2023). La investigacion sobre los usos actuales y
potenciales de los agaves se ha llevado a cabo con una variedad de enfoques: 1)
su importancia en los sistemas agroforestales de Meéxico; 2) practicas de
recoleccion, manejo y domesticacién en Mesoameérica; 3) su uso en la elaboracién
de bebidas destiladas y tradicionales; 4) su contenido en compuestos bioactivos
como los fructanos y otros prebidticos; 5) los aspectos biolégicos, ecoldgicos y
medicinales de especies especificas; 6) el estado de conservacién y genética de los
agaves mexicanos; 7) los usos socioecondmicos y agroecoldgicos importantes de
los agaves en Meéxico; 8) el desarrollo biotecnolégico de los agaves; 9) las
actividades bioldgicas de los subproductos del agave y sus posibles aplicaciones en
alimentos y farmacéuticos; y 10) los efectos sobre la salud de las fibras de agave
(Santiago-Martinez et al., 2023).



2.2 Agave salmiana

Agave salmiana crece en forma de rosetas densas y laxas, y puede medir entre 2 a
8 metros de altura, su diametro alcanza los 2 a 5 metros de altura y puede tener de
30 a 70 hojas por individuo, éstas, son de un color verde opaco, verde claro o incluso
verde amarillento, son dentadas, erectas y recurvadas; existen cuatro
clasificaciones internas de A. salmiana Otto ex Salm: A. salmiana Otto ex Salm Dyck
subsp crassispina, A. salmiana var. Ferox, A. salmiana Otto ex Salm Dyck var.
Angustifolia y A. salmiana Otto ex Salm Dyck var. Salmiana. Entre los habitantes de
Meéxico en los estados de Hidalgo y Tlaxcala, las especies de A. salmiana
comunmente reciben el nombre de maguey manso, maguey chalquefio, pua larga y

ayoteco (Bethsua Mendoza Mendoza & Brianda Susana Velazquez de Lucio, 2023).

Esta planta puede adaptarse a condiciones climaticas adversas a través de
diferentes adaptaciones fisioldgicas y morfolégicas, como hojas suculentas, un
sistema radicular superficial (formacion de cavidades) y una epidermis foliar gruesa
con una alta acumulacion de cera; ademas, el metabolismo del acido crasulaceo
(CAM) (Campos-Herrera et al., 2025). Es considerada, una especie de uso
tradicional, con morfotipos que van desde silvestres hasta cultivados, con una
amplia historia cultural y de manejo. La especie es importante porque genera
empleo, y sus productos se utilizan para el autoconsumo y se comercializan como
materias primas. Es utilizada principalmente para la produccion de pulque a partir
de aguamiel (hidromiel), la cual presenta el mayor numero de registros y variedades
que forman parte de los sistemas agroforestales tradicionales de México (Sandoval-
Zapotitla et al., 2024).

El Agave salmiana Otto ex Salm, conocido como maguey, agave pulquero o arbol
de las maravillas, es cultivado principalmente en los estados de Aguascalientes,
Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi,
Tlaxcala y Veracruz. Se adapta a condiciones ambientales dificiles y a partir de él
se puede producir una gran variedad de productos. Es una planta resistente a las
sequias prolongadas caracteristicas de los estados de Hidalgo, Tlaxcala, Estado de

México y Puebla donde la lluvia es reducida y son frecuentes las bajas temperaturas
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en otofio e invierno (Bethsua Mendoza Mendoza & Brianda Susana Velazquez de
Lucio, 2023).

Hidalgo es el estado con la mayor superficie cultivable de agave pulque en México,
con una superficie aproximada de 4,905 hectareas, que representa el 60% del
cultivo en el pais para el aino 2019, Hidalgo es también el principal productor
nacional de pulque, con una produccion de 117,432,130 litros al afio (68% de la
produccion nacional anual) (Figueredo-Urbina et al, 2021). Los sistemas
productivos del estado, estan conformados por varias especies y subespecies, asi
como variedades tradicionales (plantas utiles que son reconocidas, nombradas,
manejadas, propagadas y preservadas por los productores) de agave. En el caso
de los agaves, las variedades tradicionales tienen las siguientes caracteristicas: 1)
tienen uno o mas nombres comunes, a veces en el idioma nativo de la localidad,
refiriéndose a caracteristicas obvias de la planta o a su lugar de origen, 2) han sido
manejadas por humanos a lo largo de dos 0 mas generaciones, 3) son utilizadas
por las comunidades rurales para multiples propdsitos, 4) pueden ser plantas
cultivadas o silvestres manejadas in situ, 5) se encuentran en mayor medida en
sistemas de produccion tradicionales, aunque también se pueden encontrar en
sistemas intensificados, 6) existe una gran riqueza de conocimientos y técnicas
tradicionales asociadas al manejo y uso de cada variedad. Estas variedades
tradicionales tienen importancia cultural y econémica, ademas, forman parte de la
identidad de los grupos culturales y satisfacen multiples necesidades,
especialmente las nutricionales, ya que los productos derivados se utilizan tanto
para el autoconsumo como para la comercializacion, generando ingresos

monetarios para las familias (Figueredo-Urbina et al., 2021).

El A. salmiana es una de las especies de agave mas utilizadas para la produccion
de bebidas alcohdlicas, donde se utiliza el tallo (el corazén o pifia) mientras se
desechan las hojas. Las hojas pueden alcanzar un peso de 7 a 10 kg, una longitud
de 1,7 m y contener hasta 0,7 kg de jugo/kg de hoja (Hernandez-Mendoza et al.,
2024). Luego de la etapa productiva del maguey, las hojas se convierten en residuos

agroindustriales con alto contenido de celulosa (Lucila Marquez-Pallares et al.,
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2024). Recientemente, en el contexto de la revalorizacidén del patrimonio biolégico y
cultural, se han abierto oportunidades de desarrollo para la cadena productiva del
agave (Blas-Yafez & Thomé-Ortiz, 2021), como la produccion de bioetanol de
segunda generacién, como sustrato en la produccion de hongos, para la produccion
de papel y nanoparticulas de celulosa y plasticos biodegradables (Lucila Marquez-
Pallares et al., 2024). Adicionalmente, los residuos derivados de la elaboracién de
bebidas destiladas, incluyendo los tallos florales, el bagazo (residuos soélidos) y la
vinaza (residuos liquidos) tienen diversos usos. Las hojas, extraidas del corazon de
la roseta de agave, se utilizan comunmente en la preparacion de platos mexicanos,
como en la barbacoa, donde las hojas se tuestan y se utilizan para envolver la carne
con especias para cocinar, mientras que los residuos de bagazo y vinaza han
demostrado ser una buena alternativa al compost. Estos residuos son subproductos
ricos en polisacaridos que pueden utilizarse para la produccién de fructanos, que
pueden utilizarse en productos complementarios para tratar la diabetes o la
obesidad. Las fibras de agave tienen una gran variedad de usos: como forraje
alternativo y la produccion de diferentes artesanias, o productos comunes como

redes, cuerdas o textiles (Alducin-Martinez et al., 2022).

En las zonas aridas y semiaridas del norte de México, donde la sequia es comun,
la disponibilidad de forraje es una de las restricciones mas importantes para la
produccion animal. Pero los cactus, yucas y agaves no cultivados, son las plantas
mas comunes utilizadas como forraje para los rumiantes durante periodos de
sequia. Por ejemplo, los tallos de Agave salmiana Otto Ex Salm-Dyck, son cocidos
y fermentados para producir el mezcal, mientras que las partes superiores incluidas
las hojas (alrededor de 400 g/kg de planta entera) y los subproductos, son utilizados
como alimento para rumiantes. Debido a que la savia de la planta de agave contiene
cristales de oxalato de calcio, aceites acres, saponinas y otros compuestos que
inducen dermatitis irritante, solo se alimenta a los rumiantes con bajas cantidades
de esta planta. Recientemente, se ha demostrado que el ensilado puede reducir los
niveles de estos compuestos (Zamudio et al., 2009), creando asi, una solucién

efectiva a esta alternativa.
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Al evaluar la composicion quimica del ensilado, es posible comparar el forraje
natural (Tabla 1) con el forraje conservado (Tabla 2) y observar la magnitud de las
pérdidas que pudieran haberse producido durante este proceso (Macédo et al.,
2019).

Tabla 1

Perfil fisicoquimico de las hojas de A. salmiana Otto ex Salm-Dyck previo al ensilado.

Parametro A. salmiana

(Pinos-Rodriguez et al.,

(Zamudio et al., 2009) (Ruiz et al., 2018)
2008)

pH 4.9 5 4.5
Materia seca (%) 13 22.2 28.37
Carbonhidratos
solubles  (g/kg 358 278 -
MS)
Saponinas (g/k

P (ohkg 7.5 8.2 -
MS)
Azucares
reductores - - 3.1

totales (%)

Nota. Perfil bromatoldgico de A. salmiana fresco.

Tabla 2
Perfil fisicoquimico de las hojas de A. salmiana Otto ex Salm-Dyck después de 4

semanas de ensilado.

Parametro A. salmiana

(Pinos-Rodriguez et al., (Alcantar-Morales et al., (Pinos-Rodriguez et al.,
2008)2* 2024)* 2008)°*

12



pH 3.58 - 3.7

Materia seca (%) 14.8 - 18.1

Carbohidratos
solubles  (g/kg - - -
MS)

Saponinas (g/kg
MS)

Acido lactico
(g/kg MS)

138 83 -

Nota. Perfil bromatoldgico de A. salmiana.
*Estos valores son de ensilados con fermentacion espontanea, sin la ayuda de cepas iniciadoras de la

fermentacion.

2.3 Ensilado

Con el aumento de la competitividad global en el sistema de carnes y lacteos, el uso
de forrajes conservados esta creciendo, cada afio se promueven avances Yy
equilibrio para la produccién animal (Ramos et al., 2021). La conservacién de
forrajes es un método que ofrece la oportunidad de conservar alimentos que pierden
el minimo de su valor nutricional, permitiendo que estos se almacenen y utilicen
durante periodos mas largos. Entre las formas de conservacion de forrajes, el
ensilado es el principal método utilizado en los sistemas de produccion (Ramos et
al., 2021). El ensilado, es una practica tradicional de conservacion de forraje fresco
para superar la variacion entre la produccion ganadera y la falta estacional de
disponibilidad de forrajes, y desempefia un papel vital para ayudar al ganado a
sobrevivir a los inviernos y las estaciones secas en muchos paises del mundo (Tahir
et al., 2023).

La técnica se basa en el proceso de fermentacién, donde la ausencia de oxigeno
favorece la produccion de acido lactico, un producto resultante de la fermentacion

que aprovecha el material vegetal hasta convertirlo en material fermentado apto

13



para el consumo animal. Esta técnica constituye una estrategia viable para la
alimentacién de rumiantes, y resulta ventajoso por su simplicidad y eficiencia. Sin
embargo, algo importante para tener en cuenta es que se debe tener cuidado con
el valor nutricional de este alimento (Ramos et al., 2021). Durante el proceso de
ensilado convencional, las bacterias del acido lactico (BAL) causan una rapida
acidificacién en condiciones anaerdbicas al convertir los carbohidratos solubles en
agua (WSC, por sus siglas en inglés) en acidos organicos, principalmente acido
lactico (AL) mediante el cual se restringe el crecimiento de los microorganismos

patdgenos causantes de putrefaccion (Tahir et al., 2023).

El ensilado se ha considerado como la técnica mas eficaz para preservar los
nutrientes y las sustancias activas de las plantas, y proporcionar de una forma unica
alimento verde rico en nutrientes durante las temporadas de estiaje. Ademas, el
ensilado se ha utilizado para reducir la concentracion de factores antinutricionales,
e incluso sustancias toxicas o nocivas en la alimentacion animal. Hasta la fecha,
algunos investigadores se han centrado en los cambios en el valor nutricional y el
contenido de sustancias activas después del ensilado, mientras que pocos han

informado de la reduccion de los factores anti nutricionales (Wang et al., 2022).

La calidad del ensilaje se refiere directamente al éxito o fracaso del proceso de
fermentacién junto con el valor del contenido nutritivo del ensilaje, ya que es una
variable que depende del proceso de conservacion, asi como de la composicion de
la planta forrajera inicial. La eficiencia de este proceso se debe a una menor pérdida

de nutrientes, desde la cosecha hasta la alimentacion (Ramos et al., 2021).

Este es un proceso impulsado por microbios y una forma adecuada para la
conservacion de forrajes humedos. La temperatura juega un papel crucial en la
influencia del proceso de ensilado. En general, la temperatura de almacenamiento
de 20 a 30 °C se considera adecuada para su fermentacion (Jie Bai et al., 2022). El
proceso de hacer un buen ensilado incluye 1) la eliminacion rapida del aire de la
masa de forraje en el silo, 2) una rapida produccion de acido lactico que resulta en
una caida rapida del pH, y 3) la exclusion continua del aire de la masa de ensilaje

durante el almacenamiento y la alimentacién (Kung et al., 2018).
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2.4 Fases del ensilado

El proceso de produccién de ensilaje implica varios pasos, comenzando con el
cultivo de forraje en el campo, la cosecha y el corte, el transporte y el embalaje, el
sellado y la apertura, y la alimentacion. Todos los pasos son igualmente importantes
porque interfieren con el proceso de fermentaciéon. Desde el punto de vista
biotecnolégico, el proceso de ensilado puede considerarse como una fermentacion
discontinua en la que el sustrato no es estéril, con amplias posibilidades de
contaminacion, y suele ser una fermentacién natural (sin aditivos) con una alta
escala de produccién. En este proceso, es imposible intervenir después de que se
establece la fermentacion (cierre del silo). Esto hace que sea dificil de controlar en
comparacion con otras fermentaciones industriales, por lo que se debe tener

cuidado al comienzo del proceso (Avila & Carvalho, 2020).

Los investigadores dividieron el proceso de fermentacion de los ensilados en
diferentes fases (Figura 1), incluyendo la fase aerdbica inicial, la fase de
fermentacion, la fase estable y la fase de alimentacién aerdbica (Soundharrajan et
al., 2021). No obstante, el proceso de fermentacion del ensilado es un proceso
dinamico en el que se produce una sucesion de diferentes grupos y especies de
microorganismos de diferentes maneras. La mayoria de los microorganismos
presentes en el ensilado obtienen energia a través de la fermentacion, produciendo
compuestos intermedios ricos en energia, con la excepcion de los mohos vy
levaduras, asi como las BAA (Bacterias del Acido Acético), un grupo de bacterias
Gram-negativas que oxidan azucares o etanol y producen acido acético durante la

fermentacion, y que realizan la respiracion aerébica (Avila & Carvalho, 2020).
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Figura 1: Fases del ensilado en materiales vegetales ensilados (Soundharrajan et al., 2021).

Es muy importante que el momento y la duracion del corte hasta el marchitamiento,
esté planificado en tiempo y forma logistica, esto con la finalidad de reducir al
minimo las pérdidas que puede tener el material vegetal, garantizando asi la

maxima calidad del ensilado (Ramos et al., 2021).

2.4.1 Fase aeroébica

La fase aerdbica inicia en el momento en que el sustrato (forraje picado, granos de
cereales molidos rehidratados o no, o incluso subproductos de la industria) se
coloca dentro del silo (estructura disefiada para almacenar y conservar materiales
vegetales a través del proceso de compactacion, hasta que la concentracion de
oxigeno se reduce al maximo). Los materiales ensilados tienen un pH cercano a la
neutralidad, y los sustratos para la fermentacién, son principalmente azucares que

provienen del material original (Avila & Carvalho, 2020).

El tiempo empleado en el sellado del silo, es un factor que aumenta las pérdidas de
materia seca, ya que aumenta la actividad de las enterobacterias. La presencia de
oxigeno en esta fase estimula los procesos quimicos, donde se aprovecharan los
nutrientes y la energia del forraje, ademas, potencia la produccién de agua

16



(aumentando la humedad), didxido de carbono, amoniaco libre y el aumento de la

temperatura (Ramos et al., 2021).

En esta fase, es muy notable el aumento de la temperatura del ensilado (> 32°)
debido a la respiracion celular de las plantas y los microbios aerdbicos, que
permanecen activas después del corte. En esta condicion, la cantidad de energia
generada por la respiracion es mucho mayor y esta energia se puede disipar en
forma de calor. Con el aumento de la acidificacion y las concentraciones de oxigeno,
los microorganismos que no pueden sobrevivir en estas condiciones se inhiben o
entran en etapas de latencia. En esta etapa estan presentes microorganismos
epifitos de las plantas, posibles contaminantes o indculos afadidos manualmente.
Los microorganismos epifitos mas comunes son las enterobacterias, las levaduras,
los mohos y el bajo nimero de Bacterias Acido Lacticas (BAL) su diversidad es
variable entre las plantas, los climas y el manejo de los cultivos forrajeros
(Soundharrajan et al., 2021). La cantidad de energia generada por la respiracion
aerobica es mucho mayor que la de la fermentacién. Con la reduccion del pH y las
concentraciones de oxigeno, los microorganismos que no pueden tolerar estas
condiciones se inhiben, mientras que los que si pueden, prevalecen (Avila &
Carvalho, 2020).

La protedlisis (proceso de degradacién de proteinas) puede comenzar en la etapa
aerodbica y ocurre por la accion de una variedad enzimas proteoliticas vegetales o
microbianas y muchas pueden permanecer activas durante la fermentacion. La
viabilidad de las enzimas presentes en condiciones de ensilaje puede variar,
especialmente con condiciones variables de pH y temperatura, y depende de la
enzima producida. Los microorganismos proteoliticos mas importantes en el
ensilado son las enterobacterias y el Clostridium; las primeras son mas frecuentes
al inicio de la fermentacion, y es posible que estas enzimas también permanezcan

viables durante largos periodos de almacenamiento (Avila & Carvalho, 2020).

Algo a considerar, es que los forrajes muy humedos pueden presentar un mayor
periodo en la fase aerdbica, donde la accion de microorganismos indeseables

reduce la capacidad de las bacterias acido lacticas de dominar el material ensilado
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y en consecuencia, mientras mas tarde en disminuir el pH, mayores seran las

pérdidas de nutrientes y energia (Macédo et al., 2019).

Seguido de esto, la compactacién juega un papel importante para dar inicio a la fase
de fermentacion, esta debe ser eficiente en la remocién del oxigeno en la masa
ensilada, y debera proporcionar un ambiente anaerobico en el silo para reducir las

pérdidas ocasionadas por un rendimiento inadecuado (Ramos et al., 2021).

Esta fase suele durar un dia, pero puede llevar mas o menos tiempo, dependiendo
de las practicas de ensilado. Los silos bien empaquetados y sellados generalmente
tendran una fase aerdbica mas corta (tan solo unas pocas horas), mientras que los
silos mal empaquetados y sellados tendran una fase aerdbica mas larga. Las fases
aerobicas largas pueden ser perjudiciales para la calidad final del forraje. Las fases
aerobicas largas dan como resultado temperaturas de ensilaje muy altas (mas de
37° C), altas pérdidas de materia seca (debido al aumento de nutrientes necesarios
para alimentar esta fase), crecimiento de moho, produccion de micotoxinas y
reacciones de Maillard (pardeamiento del forraje, que convierten la proteina

digerible en proteina unida e indigerible) (Pretz, 2020).

Una vez que se agota el oxigeno restante, las células vegetales se descomponen y
las bacterias las utilizan como fuente de alimento. Las enzimas vegetales
descomponen los carbohidratos complejos, el almidén y la fibra en azicares mas
simples que son facilmente utilizados por las bacterias. Las enzimas también
descomponen las proteinas vegetales en este momento, lo que hace que las
proteinas sean mas solubles. Las bacterias utilizaran los jugos celulares producidos
durante la fase de retraso (tiempo que transcurre desde el llenado del silo hasta el

sellado) para crecer durante la fase de fermentacién (Pretz, 2020).

2.4.2 Fase de fermentacion

Esta fase comienza de 2 a 3 dias después del ensilado. Cuando los jugos celulares
estan disponibles, se ha eliminado el oxigeno y el pH del ensilado ha disminuido a
un nivel en el que las bacterias del acido lactico pueden crecer (es decir, por debajo
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de 5,7 pH) (Pretz, 2020). Las bacterias del acido lactico comienzan a crecer,
multiplicarse, producir acido lactico y algo de acido acético, y aumentan aun mas la
acidez del ensilado (Pretz, 2020). La fermentacion por parte de los microorganismos
dominantes se vuelve mas intensa. En un ensilado bien compactado con suficientes
carbohidratos solubles, las BAL dominan el proceso debido a sus caracteristicas
adaptativas, lo que da como resultado un material bien conservado. La poblacion y
la diversidad epifita de las BAL también son muy variables, lo que interfiere en el
proceso. Si las BAL dominan el proceso, la principal fermentacién que se produce
es la fermentacién con acido lactico; sin embargo, puede haber una gran proporcion
de fermentacion homo o heterofermentativa, lo que puede dar lugar a variaciones
en la proporcién de acido lactico a acido acético de 1:1 a 6:1 (Avila & Carvalho,
2020).

Los grupos microbianos que actuan sobre el material ensilado, tienen la capacidad
de producir diferentes tipos de acidos segun su capacidad para fermentar azucares
simples para su desarrollo. Cada grupo microbiano posee una via de fermentacién
especifica segun el sustrato que utiliza, y cada via puede ser mas o menos eficiente
en términos cuantitativos y cualitativos, lo que resulta en mayores 0 menores
pérdidas de materia seca y energia. Los principales carbohidratos solubles
utilizados son: glucosa, fructosa, sacarosa, arabinosa y fructosanos; y los
subproductos de la fermentacidén de estos azucares pueden ser lactato, acetato,
etanol, butirato y CO2 (Macédo et al., 2019).

Si la produccion de acido lactico no es suficiente para bajar el pH a valores que
inhiban: enterobacterias, Clostridium spp., Listeria spp., y Bacterias del Acido
Propidnico (BAP), estas pueden seguir creciendo, realizando otras fermentaciones
y produciendo los diversos productos de su metabolismo. En algunos forrajes o
sustratos, generalmente aquellos con altas concentraciones de azucar, puede haber
un crecimiento intenso de levaduras vy, por lo tanto, una alta produccion de etanol
en esta etapa. Esto demuestra que, en estos casos, la produccion de etanol puede
ser mas intensa que la de acido lactico. Por otra parte, a menos que ocurra un aporte

de oxigeno, el crecimiento de mohos en la fase de fermentacion sera generalmente
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bajo, prevaleciendo solo unos pocos géneros y especies mas adaptadas (Avila &
Carvalho, 2020).

Las concentraciones de acidos organicos que se producen en el ensilado expresan
el tipo de fermentacion que tuvo lugar durante el proceso. Por lo tanto, la produccién
de acidos influye en la disminucién del pH. Entre estos acidos, destaca el acido
lactico, ya que se produce en mayor cantidad que otros acidos y, al tener una
constante de disociacion mas alta, posee una mayor capacidad acidificante.
(Macédo et al., 2019).

La duracién de esta fase, o la intensidad de la fermentacién, depende en gran
medida de dos factores, el sustrato disponible y las condiciones de crecimiento de
los microorganismos dominantes (pH y anaerobiosis). Los sustratos mas
importantes son los carbohidratos solubles en agua, ya que la mayoria de las BAL
no son capaces de degradar los carbohidratos complejos. Lo mismo ocurre con las
otras bacterias presentes en el ensilado que compiten con las BAL por estos
sustratos. El almidon y los hidratos de carbono de la pared celular no son utilizados
por la mayoria de los microorganismos presentes en el ensilado, a excepcién de los
mohos. Estos hidratos de carbono, sin embargo, pueden hidrolizarse liberando
azucares simples, lo que explica la caida del pH en el ensilado en el que el sustrato
principal es el almidén. La actividad proteolitica también puede estar presente en
esta etapa y se ha asociado con Clostridium spp., en funcion del entorno
anaerdbico, pero las enzimas de otros microorganismos o incluso las enzimas

proteoliticas de las plantas pueden seguir siendo viables (Avila & Carvalho, 2020).

Asi, dependiendo del rango de pH, pueden existir cambios cualitativos en la
microbiota epifita del ensilaje durante la fermentacion, un pH en el rango de 6,0
permite el desarrollo de clostridios y enterobacterias, un pH en el rango de 5,0
permite el desarrollo de bacterias acido lacticas heterofermentativas, un pH en el
rango de 4,0 proporciona un ambiente ideal para el desarrollo de bacterias acido
lacticas homofermentativas y valores de pH inferiores a 3,5 proporcionan un

ambiente adecuado para el desarrollo de levaduras (Macédo et al., 2019).
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La cantidad de materia seca pérdida durante la fermentacion depende
principalmente de las especies microbianas dominantes en el ambiente y los
sustratos fermentados. Las principales pérdidas se deben a la actividad de
enterobacterias, clostridios y levaduras, destacan las bacterias acido lacticas
heterofermentativas, que fermentan glucosa y producen dioxido de carbono, lo que
reduce la materia seca y el contenido energético bruto del ensilado. La temperatura
dentro del silo influye en el crecimiento de los microorganismos, las BAL crecen
entre 27 y 38 °C (Ramos et al., 2021).

El acido lactico es mas fuerte que el acido acético y, por lo tanto, disminuye el pH
del ensilado mas que el acido acético. Hay dos tipos de bacterias lacticas:
homofermentativas y heterofermentativas. Las bacterias homofermentativas
producen principalmente &cido lactico, mientras que las bacterias
heterofermentativas producen acido lactico, acido acético, etanol y didxido de
carbono (Pretz, 2020). Las bacterias homofermentativas son mas deseables ya que
trabajan mas rapido, ahorrando mas nutrientes para que la vaca los use y para que
el ensilado se conserve mejor. Del acido total en el ensilado bien conservado, al
menos el 70% debe ser acido lactico. La cantidad inicial de bacterias del acido
lactico en el ensilado sera mayor con temperaturas mas calidas y mayor humedad
del ensilado. La fase de fermentacidén anaerdbica suele durar unas dos semanas y

el ensilado se enfria hasta casi la temperatura ambiente (Pretz, 2020).

2.4.3 Fase estable

Durante la fase de fermentacién, las condiciones de crecimiento se vuelven
inadecuadas para la mayoria de los microorganismos, y el material ensilado entra
en una etapa de estabilidad. En un proceso fermentativo, se define la estabilidad
como el momento en el que no se producen cambios o se producen cambios
minimos (Avila & Carvalho, 2020). Asi, si ningun factor modifica las condiciones del
entorno, este ensilado se mantendra estable. Los microorganismos que

permanecen viables en esta etapa son tolerantes a estas condiciones,
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generalmente algunas BAL, algunas levaduras, esporas bacterianas (Clostridium y
bacterias formadoras de esporas aerodbicas) y algunas esporas de moho. La
duracion de esta fase dependera del mantenimiento de esta condicion, que en este
caso significa que no hay entrada de oxigeno en el silo. Al igual que en la fase de
fermentacién, a medida que avanza la fase de estabilidad, se producen algunas
reacciones, como la descomposicion de los carbohidratos complejos y la protedlisis.
Esto puede ser ventajoso en el primer caso al liberar lentamente carbohidratos
solubles en agua a las BAL y, en el segundo caso, al descomponer la matriz proteica
en el material vegetal y aumentar la digestibilidad del almidén (Avila & Carvalho,
2020).

Aunque las reacciones durante la fase estable son minimas, el tiempo de
almacenamiento afecta a las caracteristicas fermentativas de un ensilado, como la
poblacién microbiana y los productos de fermentacion. Borreani et al., (2014)
observaron que el tiempo de almacenamiento afectaba el pH, los acidos lactico,
acético y propionico, el 1,2-propanodiol, la relacién acido lactico/acético y el NH3-N.
Estos autores observaron que el ensilado conservado durante 110 dias mostro
concentraciones de acido lactico y relaciones lactico/acido acético mas bajas, y
concentraciones de pH, acido acético y 1,2 propanodiol mas altas que el ensilado

conservado durante 55 dias.

Si los azucares disponibles se agotan antes de que el ensilado alcance un pH bajo,
la fermentacion se detendra antes de que el ensilado alcance la fase estabilizada,
lo que aumenta el potencial de un perfil de fermentacion deficiente, una menor

palatabilidad y menos nutrientes disponibles para la vaca (Pretz, 2020).

2.4.4 Fase de alimentacion

Cuando el silo se abre para la alimentacién, la masa ensilada entra en contacto con
el oxigeno, lo que modifica uno de los principios de conservacion, la anaerobiosis,
alterando las condiciones ambientales. En esta etapa, los microorganismos que han
sobrevivido en forma activa o en forma de esporas cuyo crecimiento esta limitado

solo por la disponibilidad de oxigeno vuelven a crecer. Las levaduras generalmente
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inician el proceso porque son anaerobias facultativas, y muchas son tolerantes a la
acidez. Las levaduras que asimilan lactato (Saccharomyces, Candida y Pichia) son
generalmente los principales iniciadores del deterioro aerdbico del ensilado (Avila &
Carvalho, 2020).

Las levaduras y las bacterias del acido acético pueden utilizar productos de
fermentacién, provocando un aumento del pH y, por tanto, favoreciendo el
crecimiento de otros microorganismos aerobicos deteriorantes en el ensilado. Los
mohos son generalmente menos tolerantes a los acidos que las levaduras, por lo
que su crecimiento normalmente se observa después del crecimiento de la levadura.
Estos microorganismos sobreviven en forma de esporas y el tiempo necesario para
la multiplicacién es mayor. El crecimiento de microorganismos, principalmente los
que realizan la respiracion aerébica como mohos y levaduras, provoca un
calentamiento masivo. La temperatura se utiliza normalmente como una medida
indirecta del deterioro aerdbico. La técnica mas comunmente utilizada define la
estabilidad aerdbica como el tiempo que transcurre antes de que el ensilado
muestre una clara evidencia de calentamiento, es decir, cuando la temperatura del
ensilado excede la temperatura ambiente en 2 °C. Sin embargo, se puede evaluar
cualquier modificacion en las caracteristicas quimicas o microbiolégicas de los
ensilados (Avila & Carvalho, 2020).

Varios factores afectan el grado y la rapidez con la que se produce el deterioro
aerobico. Entre estos, la poblacidén de levaduras u otros microorganismos aerobicos,
la concentracion de oxigeno, los metabolitos producidos durante el ensilado, el pH,
los carbohidratos restantes, las condiciones de temperatura y humedad, y la
capacidad de amortiguacién son los mas importantes. Los factores que afectan el
grado de deterioro aerdbico actuan conjuntamente en un proceso complejo en el
que las interacciones entre la diversidad significativa de microorganismos pueden

causar muchas variaciones (Avila & Carvalho, 2020).
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Perfil del ensilado

Para identificar si el ensilado tuvo una fermentacién adecuada, es de buena calidad
y apto para consumo, es necesario evaluar su perfil y calidad mediante parametros
microbiolégicos y fisicoquimicos, principalmente. Para verificar la eficacia del
proceso de ensilado, se pueden realizar evaluaciones basadas en algunos
parametros como el pH, los acidos organicos y el nitrdgeno amoniacal (Ramos et
al., 2021).

2.5 Perfil microbiolégico

En la fermentacion del ensilado el sustrato no se esteriliza, por o que el microbiota
que inicia la fermentaciéon estda compuesta por la microbiota natural de la planta
forrajera, contaminantes y/o inoculantes que se pueden afiadir. Durante la
fermentacioén, la microbiota se altera en funcion de las caracteristicas del cultivo
forrajero y de las técnicas de ensilado utilizadas, con una sucesion de géneros y
especies, en la medida en que cambian las condiciones del entorno. El conocimiento
sobre el metabolismo de las bacterias acido lacticas se utiliza para explicar la forma
en que estos microorganismos actuan durante la fermentacién. (Avila & Carvalho,
2020).

2.5.1 Bacterias del acido lactico

Las bacterias del acido lactico (BAL) son un tipo de bacterias grampositivas con un
contenido inferior al 55% mol de G+C, que utilizan los carbohidratos como unica o
principal fuente de carbono, son generalmente cocos o bastones y algunos pueden
formar tétradas, las BAL tienen una fuerte tolerancia al pH bajo (<3). Estas bacterias
carecen de citocromos y no puede sintetizar porfirinas. Sin embargo, sus
caracteristicas pueden variar bajo ciertas condiciones, una BAL cultivada en

condiciones estandar, es aerotolerante, organotréfica (obtiene su energia y carbono
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de compuestos organicos), ademas que es estrictamente fermentativa y produce
acido lactico como unico o principal producto final. Las células suelen ser inmoviles
y necesitan factores de crecimiento complejos como vitaminas y aminoacidos
(Wang et al., 2021).

Muchas BAL requieren nutrientes complejos y temperaturas de fermentacion
ligeramente bajas (< 45 °C) a comparacion de otros microorganismos, lo que
conlleva mayores costos y riesgo de contaminacion. Ademas, son de baja
productividad debido a la produccion de amilasa en el paso inicial, causando una
larga fase de retraso (Abedi & Hashemi, 2020).

Las BAL cubren una variada gama de géneros que incluyen especies de
Lactobacilos, @ Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus, Leuconostocs, Carnobacterium 'y Weissella. Por lo
tanto, las bacterias acido lacticas constituyen un grupo muy heterogéneo (George
et al., 2018) y es posible encontrarlas en multiples escenarios ecosistémicos. De
estos, el género Lactobacillus resulta mas notable gracias a su alta capacidad de
fermentaciéon (Stephen & Saleh, 2023). Las bacterias acido lacticas inhiben a sus
competidores al combinar la rapida utilizacion de abundantes carbohidratos con la

acumulacién de acido lactico y acético (Michael G. Ganzle & Ganzle, 2015).

Fisiolégicamente, las BAL se pueden dividir en dos grandes grupos:
homofermentativo y heterofermentativo, en funcién de sus vias de fermentacion de
la hexosa. Las bacterias acido lacticas homofermentativas convierten las hexosas
en acido lactico principalmente a través del proceso de glucdlisis, con la enzima
aldolasa que permite una conversion casi completa de la glucosa; también, pueden
utilizar carbohidratos hexosa y pentosa a través de la via Embden-Meyerhof (Figura
2). El subproducto primario de las BAL homofermentativas son dos moléculas de
acido lactico por mol de glucosa ingerida; sin embargo, los rendimientos
experimentales varian segun el tipo de fuente de carbono utilizada (Wang et al.,
2021). Las BAL heterofermentativas utilizan la via de las pentosas-fosfato y
producen acido lactico, junto con otros subproductos como el diéxido de carbono, el

acido acético y el etanol (Stephen & Saleh, 2023). Esta via tiene varios
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subproductos, por cada mol de glucosa que se descompone, se genera 1 mol de
lactato, 1 mol de etanol y 1 mol de COz2, es decir, producen varios productos finales
(Figura 3) (Wang et al., 2021).

Las BAL homofermentativas incluyen algunas especies de Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus y algunos Lactobacillus. Pero, existen
otras BAL que pueden metabolizar la glucosa en acido lactico, acido acético (AA),
etanol, diacetilo, acetoina y didxido de carbono (la deteccion de gas CO 2 es una
prueba diagnostica para la fermentacion heterofermentativa de Ia
homofermentativa). Las BAL heterofermentativas pueden utilizar la via del
fosfogluconato (con un rendimiento tedrico de 0,5 g/g) y la via de la fosfocetolasa
(con un rendimiento tedrico de 0,6 g/g), al metabolizar los azucares hexosa y

pentosa, respectivamente (Abedi & Hashemi, 2020).

Glucosa

ATP
lq ADP

ATP
lq ADP

Fructosa-1,6-difosfato aldolasa

Gliceraldehido-3-fosfato + Fosfato de hidroxiacetona
—Pi
NAD+ s,
YCNADH ——
Acido 1,3-difosfoglicérico |
ATP
|<mm
ADP
lq ATP
Acido pirGvico
NADH:---
lCNADr

Acido lactico

Figura 2: Ruta metabdlica del proceso de fermentaciéon homolactica. Traduccion del original en inglés
de Wang et al. (2021). Las bacterias del acido lactico utilizan glucosa como fuente de carbono para
producir piruvato a través de la glucdlisis y luego producen acido lactico bajo la accién de la enzima

lactato deshidrogenasa. En teoria, 1 mol de glucosa produce 2 moles de acido lactico.

26



Glucosa

Ribosa 5-fosfato

Xilulosa 5-fosfato

Gliceraldehido-3-fosfato =  Acetil fosfato
P l<m\nm-._
NAD+ #==mmmemens, “ NAD-
[<NAUH ---------- i )
Acido 1,3-difosfoglicérico | Acelaldehido,
l< ATP 1 1<NAD -------------------
l e Etanol
ADP
<
Acido piravico
NADH@ == mmmmm e
I
Acido lactico

Figura 3: Ruta metabdlica del proceso de fermentacion heterolactica. Traduccion del original en
inglés de Wang et al. (2021). En las bacterias lacticas de este tipo de fermentacion, la glucosa se
puede descomponer en acido lactico, etanol y CO2, en relacion 1:1:1, a través de la via de la

fosfocetolasa. En teoria, 1 mol de glucosa produce 1 mol de &cido lactico.

2.5.2 Produccion y degradacion de compuestos

La capacidad de las bacterias acido lacticas para producir acidos organicos y otras
sustancias antimicrobianas los han hecho esenciales en la conservacién de los
alimentos de origen vegetal, mientras que también son los microorganismos mas
importantes que promueven cambios positivos significativos en el producto
fermentado. Su metabolismo a lo largo de la fermentacion contribuye a disminuir
algunos factores toxicos y anti nutricionales y a promover compuestos bioactivos

biodisponibles (George et al., 2018).

Como cepa de fermentacion, las bacterias del acido lactico deben tener varias
caracteristicas metabdlicas importantes, como la capacidad de producir acido y
aroma, la capacidad de hidrolizar proteinas, la capacidad de producir
exopolisacaridos viscosos y la capacidad de inhibir las bacterias (Wang et al., 2021).
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2.5.1.1 Degradacion de macromoléculas

Durante el proceso de fermentacién, la degradacién de macromoléculas por parte
de las bacterias acido lacticas puede mejorar la calidad del producto, dentro de las
mas importantes se encuentra la degradacion de polisacaridos no digeribles,

proteinas, aminoacidos, sustancias no nutritivas y nocivas.

En el caso de la degradacion de polisacaridos, es posible que las bacterias acido
lacticas puedan producir monosacaridos o acido lactico, etc. Mientras que, en la
degradacion de proteinas de tipo macromolecular, las BAL son capaces de eliminar
alérgenos proteicos de los alimentos y mejorar la digestibilidad de proteinas vy
aumentar su valor nutricional, este proceso esta intimamente relacionado con la
calidad de los productos fermentados. Por otro lado, se encuentra la degradacién
de aminoacidos, y en este, las bacterias acido lacticas son capaces de metabolizar
los aminoacidos del sustrato y producir sustancias aromatizantes, y también
metabolizar sustancias indeseables como las aminas bidgenas (BA), estas pueden
ser beneficiosas para la supervivencia de las bacterias acido lacticas y disminuyen
a medida que las BAL dominan el proceso, este metabolismo de los aminoacidos
es de gran importancias para que las bacterias se adapten al medio donde viven.
Las bacterias del acido lactico son capaces de inhibir la acumulacion de micotoxinas
en la fermentacién de cereales, descomponer sustancias nocivas en la fermentacion
del alcohol, y de igual manera, descomponer el acido fitico en la fermentacion, esto
reduce los posibles sabores indeseables en los alimentos fermentados (Wang et al.,
2021).

Aunque las bacterias del acido lactico han mostrado una variedad de efectos de
degradacion, aun no son consideradas como microorganismos con una fuerte
capacidad de degradacion, ya que tiene limitaciones en cuanto a eficiencia, eficacia
y condiciones ambientales (Wang et al., 2021). La principal razén de degradacién
de este tipo de compuestos es para adaptarse al medio donde habitan y esta accion

actua a su favor en su supervivencia.
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2.5.1.2 Productos sintetizados

El principal producto metabdlico de las BAL es el acido lactico, este es un acido
organico de tres carbonos. Se conoce quimicamente como acido 2-
hidroxipropanoico y posee una amplia gama de aplicaciones biotecnoldgicas desde
la conservacion de productos alimenticios humanos y animales (Stephen & Saleh,
2023) hasta la agricultura, la medicina, la industria quimica y la proteccion del medio
ambiente. (Wang et al., 2021).

En una fermentaciéon homolactica, producira principalmente el acido lactico, pero,
en la fermentacién heterolactica sintetizara otros acidos organicos ademas del acido
lactico, ya que ademas de descomponerse en acido lactico, el acido piravico se
puede descomponer en acido acético, acido formico y etanol bajo ciertas
condiciones, o descomponerse en acido acético y didxido de carbono. Algunos de

estos acidos se producen en el metabolismo de los aminoacidos (Wang et al., 2021).

Ademas del acido lactico, las BAL pueden sintetizar una gran variedad de vitaminas,
como el acido fdlico, la riboflavina, la vitamina C, el piridoxal, la cobalamina, entre
otras. En la industria alimentaria, las vitaminas sintetizadas durante la fermentacion
de las bacterias del acido lactico se consideran como una fortificacién nutricional de
los alimentos. Esta fortificacion nutricional amplia la aplicaciéon de bacterias acido
lacticas para formular alimentos fermentados ricos en ciertas vitaminas segun la
poblacién a la que va dirigido, en algunos casos es necesaria la adicion de

compuestos para maximizar la produccién de estas vitaminas (Wang et al., 2021).

Las bacterias del acido lactico actuan como bacterias dominantes o trabajan en
conjunto con otras bacterias dominantes para producir acetaldehido, diacetilo y
otras sustancias aromatizantes a través de la biosintesis y la accion enzimatica, las
cuales incluyen acidos organicos, alcoholes, cetonas y ésteres. El metabolismo del
acido citrico produce compuesto de sabor, mientras que el de los aminoacidos
produce sustancias aromatizantes. Las BAL dentro de su metabolismo también son
capaces de sintetizar sustancias antioxidantes que son altamente seguras y que

tienen una variedad de efectos beneficiosos a través de los alimentos, estas
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sustancias son de gran importancia ya que tienen una excelente capacidad para
eliminar los radicales libres y estan estrechamente relacionadas con la salud del

consumidor (Wang et al., 2021).

Las BAL también sintetizan bacteriocinas, que son secretadas fuera de la célula y
ayudan a realizar la funcién de probiéticos en el intestino del consumidor (Wang et
al., 2021). Las BAL pueden utilizar el sistema proteico autoinmune para protegerse
de la bacteriocina que producen, mientras que, con ella, inhiben a otros
microorganismos que viven en el mismo medio (Cheng 2023). Actualmente su valor
crece y son usados como los metabolitos primarios mas prometedores para el

desarrollo de los antibiéticos (Slizewska & Chlebicz-Wadjcik, 2020).

Otro subproducto de importancia biolégica que las BAL son capaces de sintetizar,
son los exopolisacaridos, estos son sustancias macromoleculares producidas por la
polimerizacion de multiples monosacaridos o sus derivados y contienen excelentes
propiedades fisicas y funciones probidticas (Wang et al., 2021). En el contexto
vegetal, los exopolisacaridos (EPS) desempefian un papel crucial en la fisiologia de
las plantas, este genera un efecto resistente y puede garantizar el crecimiento de
las plantas bajo estrés por sequia, tienen efectos antioxidantes, antibacterianos,
inmunomoduladores e incluso antivirales, todo esto contribuye al crecimiento de las
plantas (Cheng, 2023).

2.5.1.3 Clasificacion y tipos de BAL

Las bacterias acido lacticas corresponden mas estrictamente a los miembros del
orden Lactobacillales desde un punto de vista taxonémico (Wang et al., 2021). Estas
se adaptan a diversas condiciones y cambian su metabolismo en consecuencia;
cubren una variada gama de géneros que incluyen mas de 60, los mas frecuentes
en la fermentacién de alimentos generalmente incluyen Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Weissella, etcétera
(George et al., 2018).

Para fines de la investigacién, se aborda el género Lactobacillus y Pediococcus.
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Género Lactobacillus

El género Lactobacillus fue propuesto por Beijerinck en 1901 e incluye
microorganismos gran-positivos, fermentativos, anaerdbicos facultativos o
anaerobios estrictos y no formadores de esporas. El género se clasifica en el filo
Bacillota, clase Bacilos, orden Lactobacillales, familia Lactobacillaceae, que
contiene los géneros Lactobacillus, Paralactobacillus, y Pediococcus. Las células
del género Lactobacillus tienen forma de coco o baston y pueden formar cadenas.
El principal producto del metabolismo fermentativo es el lactato, y otros productos
pueden ser acetato, etanol, CO2, formiato o succinato. Tienen requerimientos
nutricionales complejos de aminoacidos, péptidos, derivados de acidos nucleicos,
vitaminas, sales, acidos grasos o ésteres de acidos grasos y carbohidratos
fermentables (Zheng et al., 2020). A partir de marzo de 2020, Zheng et al.
reclasificaron las 261 especies de Lactobacillaceae en 25 géneros (incluidos 23

géneros nuevos) debido a su alta diversidad genotipica y fenotipica.

Los lactobacilos metabolizan los carbohidratos para producir acido lactico, lo que
los convierte en el género mas grande dentro del grupo de las bacterias del acido
lactico (Slizewska & Chlebicz-Wojcik, 2020). Del mismo modo, son capaces de
fermentar un espectro amplio de carbohidratos para fermentar fructanos
extracelulares, almiddén o glucégeno, gracias a la capacidad especifica de cada cepa
(Zheng et al., 2020).

Entre las cepas de BAL, las de Lactobacillus tienen gran importancia comercial
debido a su alta tolerancia al acido, alto rendimiento y productividad, y pueden
disenarse para la produccion selectiva de acido L/D-lactico (Abedi & Hashemi,
2020). La administracion de Alimentos y Medicamentos de EE. UU. (USFDA) ha
reconocido al género Lactobacillus con el estatus de “Generalmente Seguro”
(GRAS) y el estatus de “Presuncién de Seguridad Calificada” (QPS) de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) (Slizewska & Chlebicz-Wojcik, 2020).
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Metabolismo y rutas metabdlicas

Tradicionalmente, las especies de Lactobacillus pueden dividirse en tres grupos en
funcién de su metabolismo. El grupo homofermentativo obligado que fermenta
carbohidratos para producir acido lactico como subproducto principal, el grupo
heterofermentativo facultativo que, bajo ciertas condiciones o con ciertos sustratos,
fermenta carbohidratos para producir acido lactico, etanol/acido acético y dioxido de
carbono como subproductos y el grupo obligatoriamente heterofermentativo que
siempre fermenta carbohidratos para producir acido lactico, etanol/acido acético y
diéxido de carbono como subproductos. (Slizewska & Chlebicz-Wéjcik, 2020), sin
embargo, las consideraciones fisioldgicas y filogenéticas, asi como los analisis
gendmicos, reemplazan esta diferenciacion por una mas simple de bacterias
lacticas homofermentativas y bacterias lacticas heterofermentativas (Zheng et al.,
2020).

Las bacterias heterofermentativas se diferencian de los homofermentativas por
poseer fosfocetolasa. Esta enzima permite a las BAL heterofermentativas fermentar

pentosas, produciendo principalmente acidos lactico y acético (Muck et al., 2018).

La familia de las Lactobacillaceae son la unica familia dentro de las Lactobacillales
que incluye microorganismos homofermentativos y heterofermentativos. Dentro del
género Lactobacillus, los lactobacilos homofermentativos y heterofermentativos
forman clados filogenéticos distintos, mientras que el metabolismo homolactico o
heterolactico se conserva en otras bacterias lacticas a nivel familiar. El metabolismo
de las pentosas, sin embargo, es variable a nivel de especie o cepa- Las bacterias
lacticas homofermentativas metabolizan hexosas a través de la via de Embden-
Meyerhoff para piruvato como intermediario metabdlico clave; mientras que, las
bacterias lacticas heterofermentativas metabolizan hexosas a través de la via de la
fosfocetolasa al piruvato y al acetil-fosfato como intermediarios clave (Zheng et al.,
2020).
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Lacticaseibacillus pantheris

Una gran mayoria de bacterias acido lacticas han sido aisladas de multiples
procesos de fermentacion, por ello es que se explota su capacidad de cepa
fermentadora en el mismo entorno. Dentro del grupo de trabajo se aislaron cepas
de BAL en ensilados finales de A. salmiana, una de estas se identificd

taxonomicamente como Lactobacillus pantheris (Mosqueda-Hernandez, C. 2023).

Lacticaseibacillus pantheris, anteriormente conocido como Lactobacillus pantheris,
fue nombrado debido a su aislamiento de las heces de un jaguar en el zooldgico de

Pekin, China, de acuerdo con Liu y Dong (2002).

L. pantheris es una bacteria gram-positiva, en forma de bacilo, no formadora de
esporas, tiene una temperatura éptima de crecimiento de 22-41°C, es anaerobia y
en algunos casos suele ser microaerdfila, no es termdfila ni flagelada. La cepa se
ha aislado en gran parte del mundo en muestras acuaticas, de suelo, de animales y
plantas con una cantidad de 357, 223, 3341 y 230 respectivamente. En el centro de
la Republica Mexicana, el aislamiento de la cepa ha recibido mayor atencién. Su
nivel de seguridad es 1, ya que no representa un riesgo para la salud humana en la

manipulacion de este microorganismo (Reimer et al., 2022).

Esta bacteria tiene un genoma con un tamafio de 2,55 Mbp y un contenido de G+C
en su ADN de 52,9%, esto podria sugerir que la bacteria tiene una estructura
genética relativamente estable y que podria estar bien adaptada a condiciones
ambientales que requieren mayor estabilidad del ADN, como temperaturas altas o
condiciones extremas. La cepa tipo se identifica como A24-2-1AT, con varios
numeros de registro: DSM 15945AT, COMO 1,2826*T, JCM 12539*T y LMG
210177T, segun Zheng et al. (2020).

Si bien, la informacion de la aplicacion de L. pantheris es aun un tanto desconocida,
el interés y exploracion en esta cepa de fermentacion se encuentra en auge. En su
trabajo reciente de 2022, Shouxin Sheng et al. exploran el potencial de Lactobacillus
pantheris como probidtico y en la produccion de exopolisacaridos con actividades
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inmunomejoradas y anticancerigenas; abriendo un panorama muy amplio para

futuras investigaciones de esta especie bacteriana.

Lactiplantibacillus plantarum

Lactiplantibacillus plantarum (L. plantarum) es un tipo de lactobacilo que se
encuentra comunmente en una variedad de entornos, incluidos productos lacteos,
ensilaje, chucrut, verduras en escabeche, masa madre, estiércol de vaca, la boca
humana, el tracto intestinal y las heces, asi como en aguas residuales. Este
microorganismo, que deriva su nombre del latin "plantarum”, indica su asociacién

con plantas (Bringel et al., 2005).

L. plantarum es una bacteria gram-positiva, en forma de bacilo, no tiene motilidad y
su temperatura de crecimiento se encuentra en el rango 15-37°C, pero su
temperatura 6ptima mas aceptable es de 30-37°C. Se considera anaerobio
facultativo y no es formadora de esporas ni flagelado. La cepa se ha aislado de
diversas fuentes, como lo son muestras acuaticas, de suelo, de animales y de
plantas. Su clasificacion de bioseguridad es nivel 1, asi que no representa un riesgo

en su manipulacion (Reimer et al., 2022).

Tiene un tamafio de genoma de 3,45 Mbp y un contenido de G+C del ADN de 44,2%,
esto podria indicar que la bacteria esta adaptada a condiciones ambientales mas
variadas y no necesariamente extremas. Originalmente es nombrado como
Lactobacillus plantarum, este basénimo subraya la importancia histérica y
taxondmica de la especie dentro de los estudios microbiolégicos (Zheng et al.,
2020).

Reduce rapidamente el pH, inhibe el crecimiento microbiano patégeno y preserva
las  proteinas vegetales. Esto se debe a Ila robustez y |las
propiedades probidticas unicas de L. plantarum, incluida la alta tolerancia a
ambientes acidos y biliares y la actividad antagénica (Okoye et al., 2023).
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Género Pediococcus

Los Pediococcus tienen una morfologia de coco y forman tétradas especificas, muy
distintivas. Son bacterias acido lacticas grampositivas, no productoras de catalasa,
anaerobias facultativas, homofermentativas, inméviles y no esporulantes que
pertenecen a la familia Lactobacillaceae en el orden Lactobacillales (Todorov et al.,
2022).

Pediodoccus spp. puede fermentar carbohidratos en funcion de los patrones de
asimilacion especificos de la especie. La glucosa siempre se fermenta a través de
la via homofermentativa y se asocia a la produccién de DL-Lactato racémico a
través de la via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP). En general, los representantes
de Pediococcus spp. pueden describirse como quimiorganotrofos (utilizan
sustancias organicas como carbohidratos, aminoacidos o acidos grasos para
producir energia). La mayoria de los Pediococcus requieren de la presencia de
aminoacidos y vitaminas B en el medio para su crecimiento. En general,
Pediococcus spp. puede fermentar glucosa, fructosa, galactosa, manosa, celobiosa,
arabinosa, ribosa, salicina, amigdalina, esculina, pero no sorbosa, melibiosa,
inulina, almidon, dextrina y alcoholes de azucar. Ademas, tienen capacidad para
fermentar carbohidratos como la lactosa, la sacarosa, la trealosa, la ramnosa y

otros, varia entre cepas (Todorov et al., 2022).

Gran parte de los Pediococcus utilizan un sistema de oxidacion de lactato, este es
inducible y las células pueden desviar la energia de la oxidacién del lactato al
acetato. En condiciones aerobicas, el L-(+)-lactato se oxida a acetato y CO2 en
cantidades equimolares. La produccion de acetato y CO2 puede desempefiar un
papel en el desarrollo de un sabor distintivo; sin embargo, en condiciones
anaerdbicas, no se produce produccién de acetato, pero se lleva la conversion de
L-(+)-Lactato en D-(-)-Lactato, el aumento de los niveles de D-(-)-Lactato puede
estar asociado a consecuencias negativas para los consumidores. (Todorov et al.,
2022)
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Se ha descrito la aplicacion de Pediococcus spp. como cultivo iniciador en productos
alimenticios fermentados. Las cepas asociadas a la fermentacién alimentaria
aisladas y caracterizadas con mayor frecuencia segun la mayoria de las fuentes
bibliograficas son: P. acidilactici, P. pentosaceus y P. halophilus. La capacidad de la
mayoria de los Pediococcus spp. para producir péptidos antimicrobianos, como las
bacteriocinas, ha atraido el interés cientifico en el uso de tales cepas como cultivos
protectores o bioconservantes. El uso de diferentes Pediococcus, como P
acidilactici y P. pentosaceus, se ha explorado en la fermentacién del ensilaje,
productos lacteos, productos carnicos, masas y jugos de frutas. (Todorov et al.,
2022)

Pediococcus pentosaceus

Es una bacteria en forma de coco, grampositiva, inmaévil, homofermentativa y
anaerobia facultativa con caracteristicas de degradacion de carbohidratos (Jiang et
al., 2021). Es un organismo mesofilo con un crecimiento 6ptimo a 28-35°C; sin
embargo, puede tolerar concentraciones de sal hasta el 10%. La mayoria de las
cepas de P. pentosaceus pueden fermentar glucosa, ribosa, galactosa, arabinosa y
fructosa hasta convertirlas en DL-Lactato, solo pocas cepas pueden fermentar

lactosa y xilosa. (Todorov et al., 2022)

En 1990 se demostrd por primera vez su aplicabilidad en la fermentacién como
probidtico biopromotor del crecimiento animal (utilizado para mejorar el crecimiento
y salud de los animales de produccion) (Jiang et al., 2021). P. pentosaceus es
ampliamente utilizado en diferentes procesos de fermentacion, incluyendo la
industria cervecera, la produccion de productos carnicos fermentados vy
fermentacién de ensilaje. Esta cepa mejora el sabor y la conservacién de los
agentes alimentarios, e inhibe la colonizaciéon por bacterias patégenas y hongos
(Todorov et al., 2022).

La inoculacion de P. pentosaceus en ensilaje resulté en una mayor digestibilidad de

la materia seca que L. plantarum. Ademas, se ha recomendado el uso de probidticos
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en muchas especies de Pediococcus debido a sus cualidades antioxidantes,

antiinflamatorias, desintoxicantes e hipolipemiantes (Okoye et al., 2023).

Pediococcus y el grupo L. plantarum representan el vinculo evolutivo entre las
bacterias lacticas homofermentativas y heterofermentativas. Aunque los
Pediococcus y el grupo L. plantarum obviamente comparten caracteristicas
metabdlicas importantes con los lactobacilos homofermentativos, estan
filogenéticamente relacionados con los lactobacilos heterofermentativos vy

las Leuconostocaceae (Zheng et al., 2020).

2.5.2 Bacterias del acido propidénico

Las bacterias del acido propiénico (BAP) son grampositivas, no formadoras de
esporas y anaerobias facultativas. La unica especie que ha sido identificada en
ensilaje es Propionibacterium acidipropionici. Esta bacteria puede fermentar una
variedad de fuentes de carbono, como carbohidratos, polioles y acidos organicos,
incluidos el acido lactico y el acido gluconico. Los sustratos se oxidan a piruvato por
glucdlisis o por la via del fosfato de pentosa; posteriormente, el piruvato se reduce
a acido propionico a través del ciclo de Wood-Werkman o se oxida a acetato y
dioxido de carbono. Los principales productos de fermentacién son el acido
propionico, acético y succinico, asi como el didxido de carbono. Tanto el acido
propionico como el acido acético son acidos débiles con efectos antifungicos. El uso
de BAP como inoculantes en ensilaje tiene como objetivo principal inhibir estos
microorganismos Yy controlar el deterioro aerébico. Sin embargo, tales bacterias no
han inhibido consistentemente el crecimiento de levaduras y mohos ni han mejorado
la estabilidad aerdbica porque no crecen bien cuando las condiciones de ensilado
conducen a una rapida reduccion del pH. Aunque la mayoria de estas bacterias son
anaerdbicas, tienen baja tolerancia a la acidez y no crecen bien a valores de pH
inferiores a 4.8. Los datos son limitados sobre la poblacion de BAP o sobre la
identificacion o supervivencia de estas bacterias en el ensilado. Esto puede deberse
a su escasa supervivencia en estas condiciones o a la dificultad de cultivarlos e

identificarlos cuando las poblaciones son bajas (Avila & Carvalho, 2020).
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2.5.3 Enterobacterias

Las enterobacterias son bacterias gramnegativas facultativamente anaerdbicas que
se encuentran en ensilados mal conservados. El metabolismo difiere segun la
especie, pero generalmente se pueden producir acido lactico, acético y succinico,
etanol, 2,3 butanodiol, CO2 y agua. Ninguno de estos compuestos es téxico. Aunque
algunos de estos acidos producidos por enterobacterias tienen un efecto positivo en
el ensilaje, la cantidad producida es insuficiente para la conservacion del forraje, y
el crecimiento de enterobacterias compite con las BAL por sustrato. Algunas
especies del grupo de las enterobacterias pueden degradar proteinas, produciendo
amoniaco y aminas biégenas, que son indeseables en el ensilado (Avila & Carvalho,
2020).

Sin embargo, un estudio reciente sobre la ecologia del ensilaje microbiano
(Ogunade et al., 2018) revelé que algunos géneros de enterobacterias (Pantoea,
Pseudomonas, Sphingomonas y Stenotrophomonas) tenian una correlacién
negativa con la concentracién de amoniaco, pH y poblaciones de levaduras y
mohos, y no se observo correlacion con los porcentajes de acidos lactico y acético
para que las enterobacterias sean inhibidas, se estima que se requieren entre 6 y
10 mmol | 1 de acido lactico (no disociado), aproximadamente 10 veces menos que
la concentracion de acido lactico en un ensilado normal (100 mmol | 1). Por lo tanto,

no se esperaria encontrar estas bacterias en el ensilado (Avila & Carvalho, 2020).

2.5.4 Bacterias formadoras de esporas

Las bacterias formadoras de esporas mas comunmente encontradas en el ensilado
pertenecen a los géneros Clostridium, Bacillus y Paenibacillus; Clostridium es
estrictamente  anaerdbico  (algunas  especies/cepas pueden volverse
aerotolerantes), mientras que las otras dos son aerdbicas o facultativamente
anaerdbicas. La formacion de esporas permite la supervivencia en condiciones

ambientalmente estresantes, como la limitacion de nutrientes, la presion osmoética,
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las temperaturas extremas, la presencia de productos quimicos, los cambios de pH
y la penetraciéon de la luz ultravioleta. Las esporas germinan en las células
vegetativas cuando las condiciones ambientales se vuelven adecuadas. Durante la
fermentacion del ensilado, este evento es indeseable, ya que estas esporas pueden
sobrevivir al proceso de fermentacion y volver a la actividad cuando se abre el silo
(Bacillus y Paenibacillus); Ademas, las esporas se asocian con el deterioro aerébico
del ensilado (Avila & Carvalho, 2020).

Cuando el ensilado es consumido por los animales, las esporas sobreviven al paso
a través del tracto intestinal y su presencia en las heces puede contaminar la leche.
Las esporas presentes en la leche sobreviven al proceso de pasteurizacion,
causando problemas a la industria lactea Las bacterias del género Clostridium no
suelen formar parte del microbiota epifito de los cultivos y se producen a través de
la contaminacion del suelo o de las heces. El crecimiento de clostridios ocurre
cuando el crecimiento de las BAL esta estancado y el pH es demasiado alto (a
menudo >5) o en ensilaje con un alto contenido de humedad. Las especies de
Clostridium, tanto patégenas como no patégenas, se pueden encontrar en el
ensilado. Las cuatro especies mas frecuentemente encontradas en el ensilaje son
C. sporogenes, C. tyrobutyricum, C. butyricum y C. bifermentans (Avila & Carvalho,
2020).

2.5.5 Listeria

Listeria es un género de bacterias con un metabolismo facultativamente anaerébico
que requiere condiciones microaerofilicas y puede producir acidos a partir de
glucosa sin produccion de gases. El oxigeno es importante para la supervivencia y
el crecimiento de esta bacteria en el ensilado. Especies como: L. monocytogenes,
L. innocua, L. welshimeri, L. grayi, L. seeligeriy L. ivanovii han sido identificadas en
diferentes tipos de ensilaje. Listeria monocytogenes es la mas preocupante y causa
listeriosis, un tipo de infeccién transmitida por los alimentos con una alta tasa de
mortalidad (Avila & Carvalho, 2020).
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La Listeria spp. forma parte del microbiota vegetal y pueden sobrevivir e incluso
crecer durante la fermentacion del ensilaje. Un factor importante que favorece la
presencia de esta bacteria en el ensilado es su capacidad para sobrevivir al
ambiente acido y a las altas variaciones de temperatura. El pH es uno de los factores
inhibidores mas importantes en el ensilado, y en un ensilado bien conservado en el
que el pH desciende rapidamente, la poblacién de Listeria spp. se reduce. Sin
embargo, no existe consenso sobre el pH del ensilado en el que se inhiben estos
microorganismos. Muchos investigadores han notado que el pH debe ser <4.4. El
principal efecto negativo de estas bacterias es la patogenicidad. La mejor manera
de evitar su crecimiento es evitando la contaminacion y realizando el ensilaje de la
forma correcta, permitiendo la rapida caida del pH y la anaerobiosis. Una caida
rapida del pH se asocia con el crecimiento intenso de BAL, que también puede
inhibir la Listeria spp., mediante la produccion de bacteriocinas (Avila & Carvalho,
2020).

2.5.6 Bacterias del acido acético

Las bacterias del acido acético son gramnegativas y tienen una alta tolerancia a las
condiciones acidas. Estas bacterias provocan la oxidacion incompleta de los
alcoholes, el azucar y el acido lactico. La mayoria son aerdbicas, por lo que se han
identificado en las etapas aerdbicas de la fermentacion, principalmente en la fase
de apertura, asociadas al deterioro aerdbico. La accion de estas bacterias ha sido
descrita como negativa por su uso de hidratos de carbono y productos de
fermentacién, lo que puede provocar un aumento del pH y pérdida de MS en forma
de COz, iniciando asi el deterioro aerdbico. Sin embargo, el acido acético, producto
de su metabolismo, puede tener una accion antifungica y aumentar la estabilidad
aerobica. La especie mas comunmente encontrada es Acet. pasteurianus, pero
también se han identificado los géneros Gluconobacter. El acido acético puede ser
un factor en la reduccion de la ingesta de ensilaje. Sin embargo, mas importante

que la concentracion de acido acético en el ensilado es su origen, es decir, el
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microorganismo productor, ya que la reduccion de la ingesta puede ser una funcion

de otros metabolitos producidos por este microorganismo (Avila & Carvalho, 2020).

2.5.7 Levaduras

Las levaduras estan ampliamente diseminadas en el medio ambiente y sobreviven
en una amplia variedad de condiciones de temperatura, pH y osmolaridad. Como
microorganismo de deterioro del ensilaje, su tolerancia al acido es una caracteristica
indeseable. La capacidad de tolerar ambientes acidos, de permanecer viables en
ausencia de oxigeno y de utilizar el acido lactico como fuente de carbono permite
que este grupo de microorganismos crezca rapidamente cuando el ensilado se
expone al aire durante la fase de alimentacion. Los principales problemas asociados
a la presencia de levaduras en el ensilado son una alta pérdida de materia seca en
forrajes ensilados con altas concentraciones de carbohidratos solubles en agua y la
baja estabilidad aerdbica del ensilado que incluye una alta poblacion de levaduras
que utilizan acido lactico. Sin embargo, las consecuencias de la presencia de
levaduras en el ensilado dependen de la especie y el metabolismo de este

microorganismo (Avila & Carvalho, 2020).

Las levaduras realizan la respiraciéon aerdbica y la fermentacién. Cuando se
encuentran en un entorno aerdbico, utilizan preferentemente la ruta aerdbica, lo que
resulta en una mayor eficiencia de crecimiento. En ambientes anaerdbicos, son
fermentadores, capaces de producir una importante variedad de metabolitos. La
levadura mas frecuentemente descrita en diferentes tipos de ensilaje es
Issatchenkia orientalis (Pichia kudriavzevii o Candida krusei), esta levadura puede

asimilar el acido lactico (Avila & Carvalho, 2020).

Algunos factores pueden favorecer el crecimiento de levaduras en el ensilado, como
la mayor disponibilidad de carbohidratos solubles en agua, temperaturas mas bajas
(20 °C) y la entrada de aire durante la fermentacién. El acido lactico producido
durante la fermentacién puede ser una fuente de energia para la supervivencia de

la levadura. Los acidos grasos de cadena corta con alto valor de pKa (acidos
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débiles) pueden inhibir las levaduras en condiciones de pH bajo; las levaduras se
consideran indeseables; sin embargo, contrariamente, la especie Saccharomyces
cerevisiae, son ampliamente utilizadas como probidticos para rumiantes, realizando

importantes funciones ruminales (Avila & Carvalho, 2020).

2.5.8 Mohos

Los mohos pueden estar presentes en el ensilado durante todas las etapas de la
fermentacién. La diversidad de estos mohos cambia durante la fermentacion del
ensilado y su crecimiento en este alimento provoca una pérdida de nutrientes, una
posible contaminacién por micotoxinas y la posibilidad de enfermedades fungicas a
través de la colonizacion de tejido animal, como la aspergilosis. La poblacion
estimada de mohos en el ensilado esta asociada a su calidad higiénica. Los
recuentos de 4 log UFC por gramo se consideran el limite recomendado por las
buenas practicas de fabricacion en alimentaciéon animal. Sin embargo, el recuento
de la poblacion de moho es insuficiente porque es posible que no se observe el
crecimiento del moho, mientras que las micotoxinas producidas por él pueden estar

presentes y activas en el ensilado (Avila & Carvalho, 2020).

Las micotoxinas son productos del metabolismo secundario de los mohos, y su
produccion depende de ciertas condiciones que pueden estar relacionadas con la
exposicion a condiciones adversas (disponibilidad de nutrientes, pH, actividad del
agua, temperatura, presencia de otros microorganismos) especificas para cada
especie de moho. Las micotoxinas no presentan problemas para la conservacion
del ensilado; Sin embargo, si son consumidos por un animal, pueden causar dafios
graves, como intoxicacion mortal, y sintomas subclinicos, como supresion del
sistema inmunitario, reducciones en la produccion y la conversion alimenticia,
aumento de infecciones y desequilibrios hormonales, ademas del dafio potencial a
los animales, las micotoxinas consumidas en la dieta pueden transferirse a la leche

y la carne producidas (Avila & Carvalho, 2020).
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2.6 Fisicoquimica del ensilaje

2.6.1 Materia seca

Las pérdidas de materia seca y los cambios de calidad ocurren durante cada una
de las etapas del proceso de ensilado, reduciendo asi la calidad del producto. Las
principales etapas en las que comienzan las pérdidas son en la cosecha del campo,
la respiracion de los silos y la fermentacion, la produccién de efluentes y exposicion
al oxigeno durante las fases de almacenamiento y alimentacién, suelen ser cruciales

para esta pérdida (Borreani et al., 2018).

En condiciones de campo y pre-ensilado, todos los forrajes que no se cosechan y
conservan directamente necesitan un periodo de marchitamiento del campo para
reducir su concentracion de humedad, para mejorar sus caracteristicas de
ensilabilidad (es decir, aumentar la concentracion de carbohidratos solubles en agua
y reducir la actividad del agua) y evitar las filtraciones pérdidas del silo. Los
principales procesos de campo involucrados en los cultivos que se marchitan son:
la siega, el secado (marchitamiento) y el empacado o picado, y durante cada uno
de estos procesos se producen pérdidas de materia seca (MS) y cambios de calidad
en el producto final. Lograr un marchitamiento rapido en el campo es esencial para
reducir las pérdidas de MS y de valor nutritivo. El acondicionamiento del forraje y la
distribucion del cultivo inmediatamente después del corte tiene un efecto importante

en la tasa de secado del forraje (Borreani et al., 2018).

El llenado lento del silo y el retraso en el sellado del mismo, también afectan
negativamente la calidad del ensilado. En el momento del ensilado, el forraje picado
sigue metabdlicamente activo y respira mientras el oxigeno esta disponible. La
respiracion del tejido vegetal es el factor principal que elimina el oxigeno del silo y
produce calor, del mismo modo, la respiracion de los microorganismos aerdbicos
puede contribuir. Las pérdidas asociadas con la fermentacion en el silo se deben
principalmente a la produccién de diéxido de carbono. Estas pérdidas suelen oscilar
entre el 2y 4%. (Borreani et al., 2018).
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Las pérdidas de materia seca, especialmente de hojas, se relacionan directamente
con el contenido de MS del forraje en el momento del tratamiento y la severidad del
acondicionamiento. Antes de que comience la fase de fermentacién activa, el
oxigeno atrapado en el forraje empacado, permite que se produzcan procesos
biolégicos y quimicos que consumen nutrientes y energia, lo que lleva a la
produccion de agua, dioxido de carbono, calor y amoniaco libre. Esto aumenta la
temperatura del ensilado y lo afecta negativamente, tanto en términos de pérdida
de materia seca como de calidad. La cantidad de pérdida de materia seca por
fermentacién depende de las especies microbiologicas dominantes y de los

sustratos fermentados (Borreani et al., 2018).

2.6.2 Azucares

El éxito de la fermentacion en un ensilado depende primordialmente de la
disponibilidad de carbohidratos solubles en agua (WSC, por sus siglas en inglés).
En el caso del Agave salmiana, |la reserva energética principal no es el almidén, sino
los fructanos, que son polimeros complejos de fructosa unidos a una unidad de
glucosa. Pinos-Rodriguez et al. (2008) sefalan que la composicion quimica del
agave varia con la edad de la planta, pero mantiene consistentemente una alta
carga de estos azucares fermentables, lo que lo convierte en un sustrato ideal para

la conservacion biotecnologica.

Los azucares reductores, representados principalmente por la glucosa y la fructosa,
son las moléculas que poseen un grupo carbonilo libre capaz de donar electrones.
En el ensilado, estas moléculas actuan como el sustrato inmediato para las
bacterias acido lacticas (BAL); de acuerdo con McDonald et al. (1991), las BAL
transforman estos azucares mediante la fermentacién en acidos organicos,
principalmente acido lactico, lo cual es el mecanismo fundamental para reducir el

pH y garantizar la estabilidad aerdbica del material ensilado.

Durante el proceso fermentativo, ocurre una dinamica particular conocida como

hidrdlisis de los carbohidratos complejos. Al inicio del proceso, las enzimas de la
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planta y la acidificacion del medio rompen los fructanos y la sacarosa, liberando
nuevas unidades de azucares reductores. Wang et al. (2023) explican que esta
liberacion constante de mondmeros asegura una fuente de energia continua para
in6culos especializados, permitiendo que la produccion de lactato sea sostenida

incluso en etapas avanzadas de la fermentacion.

Finalmente, la medicién de los azucares reductores totales sirve como un indicador
de la eficiencia metabdlica del sistema. Un consumo rapido y marcado de estos
azucares, correlacionado con un descenso drastico del pH, es evidencia de una
fermentacion exitosa. Segun Su et al. (2021), la capacidad de un inéculo para agotar
eficientemente estos recursos frente a la microbiota nativa es lo que define la calidad
sanitaria y nutricional del forraje final, evitando la proliferacion de microorganismos

indeseables que degradarian la proteina del agave.

2.6.3 pH

Medir el valor del pH es una de las formas mas sencillas de comprobar si ha habido
una fermentacion adecuada vy, por lo tanto, es una forma sencilla de comparar el
rendimiento de diferentes cepas. En general, el ensilado bien conservado tiene
valores de pH inferiores a 4,2. Sin embargo, la medicion del pH por si sola es
insuficiente para sacar conclusiones mas profundas sobre la fermentacion del
ensilado (Carvalho et al., 2021).

La capacidad buffer (CB) se puede definir como la resistencia que tiene el material
ensilado en relacién a la baja del pH, pues aun cuando ocurra la produccion de
acidos, las plantas forrajeras que poseen alta capacidad buffer, como las gramineas
jévenes y la alfalfa, pueden presentar altas pérdidas de nutrientes y energia durante
el proceso fermentativo, ya que las sustancias buffer, como las sales minerales,
contenido de nitrégeno y acidos organicos, impiden la baja del pH (Macédo et al.
2019).

El pH de una muestra ensilada es una medida de su acidez. Durante el ensilado, el

acido lactico (pKa de 3,86), producido por las bacterias del acido lactico (BAL), suele
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ser el acido que se encuentra en la concentracion mas alta en los ensilados, y es el
que mas contribuye a la disminucion del pH durante la fermentacién porque es
aproximadamente de 10 a 12 veces mas fuerte que cualquiera de los otros acidos
principales [por ejemplo, el acido acético (pKa de 4,75) y el acido propiénico (pKa
de 4,87)] que se encuentran en los ensilados. El pH final del ensilado se ve afectado
por muchos factores, pero estd mas relacionado con la concentracion de acido

lactico y la capacidad tampdn del cultivo (Kung et al., 2018).

El bajo pH del acido lactico estabiliza la fermentacion del ensilado al inhibir el
crecimiento o matar los microbios intolerantes a un pH bajo. Sin embargo, a medida
que la MS aumenta por encima del 40 al 45%, el pH del ensilado aumenta. Esto
ocurre porque el agua metabdlica disponible para el crecimiento de las bacterias del
acido lactico comienza a ser limitante a medida que aumenta la MS del ensilaje
(Kung et al., 2018).

El tratamiento con un inoculante de acido homolactico puede resultar en un pH de
ensilaje mas bajo en comparacién con un ensilado no tratado debido a la mayor

produccion de acido lactico (Kung et al., 2018)

2.6.4 Acido lactico

Quimicamente conocido como acido 2-hidroxipropanoico, el LA es una molécula
quiral y existe principalmente en forma asimilativa de "L (+)" (Agrawal & Kumar,
2023).

El acido lactico o lactato, es un importante compuesto de plataforma de base
bioldgica, que se puede dividir en acido D-lactico y acido L-lactico segun su rotacion
Optica. La enzima lactato hidrogenasa es la clave para que las bacterias transformen
el piruvato en 4cido lactico, y su estereoespecificidad determina la configuracién del
acido lactico. El acido D-lactico y el acido L-lactico son catalizados por la D-lactato
deshidrogenasa y la L-lactato deshidrogenasa, respectivamente. El tipo optico de
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acido lactico sintetizado por los microorganismos depende de los niveles de

expresion de D-lactato y L-lactato deshidrogenasa en la cepa (Wang et al., 2021).

Segun la investigacion, el D-LA'y el L-LA son dos isdmeros Opticos del acido lactico
que difieren significativamente en su metabolismo en el rumen. El metabolismo del
D-LA en el rumen es relativamente lento y, aunque algunos microorganismos del
rumen pueden convertirlo en acido propionico o acido acético, la eficiencia de
conversion es limitada. Si el contenido de D-LA en el alimento para ensilado es
demasiado alto, puede provocar un desequilibrio en el entorno ruminal e incluso
plantear un riesgo de acidosis ruminal. Por el contrario, el L-LA se metaboliza mas
facilmente rapidamente en acido propiénico por los microorganismos del rumen, que
es una de las principales vias del metabolismo microbiano ruminal. Por lo tanto, la
acumulacién de L-LA en el rumen es menor, lo que ayuda a mantener la estabilidad

del entorno ruminal (Zhao et al., 2024).

El rendimiento y la productividad de la produccion de LA dependen del pH (3,5-9,6),
la temperatura (5-45 °C), la presencia de nutrientes (como aminoacidos, péptidos,
nucleodtidos y vitaminas) y los productores de cepas de BAL utilizados (Abedi &
Hashemi, 2020).

Las concentraciones tipicas de acido lactico en los ensilados comunmente
alimentados oscilan entre el 2 y el 4% de la MS, pero pueden ser considerablemente
mas altas en ensilajes con bajas concentraciones de MS <30%; En condiciones
normales de alimentacién, el acido lactico del ensilado se convierte en acido

propionico en el rumen (Kung et al., 2018).

El acido lactico es crucial en la fermentacion del ensilaje, ya que desempena
multiples funciones clave: (1) reduce el pH, evitando el crecimiento de
microorganismos dafinos como el moho y las bacterias de deterioro; (2) inhibe las
enzimas que causan la degradacion del alimento, preservando asi la calidad del
alimento; (3) contribuye a la produccion de compuestos aromaticos que mejoran el
apetito de los animales; (4) actua como fuente de energia para los animales,

aumentando el valor energético del alimento; y (5) promueve la salud digestiva al
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mantener el equilibrio microbiano en el tracto gastrointestinal, mejorando la
digestibilidad del alimento (Zhao et al., 2024).

2.6.5 Acidos volatiles

El acido acético es el acido que se encuentra en la segunda concentracién mas alta
en el ensilado, que generalmente oscila entre el 1 y el 3% de Materia Seca (MS),
esta inversamente relacionada con el contenido de MS. Cuando el rumiante
consume el acido acético en el ensilaje, puede ser absorbido en el rumen y utilizado
como energia o incorporarse a la leche o a la grasa corporal. Las concentraciones
moderadas de acido acético en el ensilado suelen ser beneficiosas porque inhiben
las levaduras, lo que resulta en una mejor estabilidad del ensilado en la fase de
alimentacion, pero, cuando presenta una concentracion baja de este acido, puede
ser muy inestable cuando se expone al aire; una concentracion excesivamente alta
(4-6%) se detectan con mayor frecuencia en ensilajes extremadamente humedos
(>70% de humedad) caracterizados por fermentaciones no deseadas (pero
naturales) dominadas por enterobacterias, clostridios o bacterias del acido

heterolactico (Kung et al., 2018).

El acido propidnico suele ser indetectable (especialmente en ensilados mas secos)
0 en concentraciones muy bajas (<0,1%) en ensilados buenos. Las altas
concentraciones de acido propioénico (>0,3-0,5%) se encuentran comunmente en las
fermentaciones clostridiales, probablemente como resultado de Clostridium

propionicum (Kung et al., 2018).

El acido butirico no debe ser detectable en ensilados bien fermentados. La
presencia de este acido indica actividad metabdlica de los organismos clostridiales,
lo que conduce a grandes pérdidas de materia seca y una mala recuperacion de
energia. Algunos clostridios son capaces de fermentar azucares en acido butirico
(sacarolitico), algunos pueden convertir el acido lactico en butirico, y algunas
especies son altamente proteoliticas. Ademas de la presencia de acido butirico y

concentraciones de acido lactico mas bajas de lo normal, lo ensilajes clostridiales a
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menudo se caracterizan por un pH mas alto de lo normal y concentraciones mas
altas de lo normal de acido acético, NHs-N y proteinas solubles. Los ensilados
clostridiales tienden a tener altas concentraciones de fibra y baja digestibilidad de
MS porque gran parte de los nutrientes solubles facilmente disponibles se han
degradado (Kung et al., 2018).

2.6.6 Proporcion acido lactico: acido acético

La proporcion de acido lactico y acido acético se usa comunmente como un
indicador cualitativo de la fermentaciéon. Las buenas fermentaciones de ensilado
suelen tener una proporcion de estos acidos de aproximadamente 2,5 a 3,0. En los
ensilajes tratados con un inoculante de acido homolactico, se puede encontrar una
proporcion ligeramente mayor de acido lactico y acido acético porque las bacterias
del acido lactico homolactico producen soélo acido lactico. Por el contrario, los
ensilajes tratados con un inoculante heterolactico, tendran concentraciones mas
altas de acido acético y una menor proporcion de acido lactico a acido acético que
los ensilados no tratados, debido al metabolismo de parte del acido lactico a acido
acético; esto no debe tomarse como un indicador de una mala fermentacién. Los
ensilajes con niveles muy altos de proporcién de acido lactico: acido acético a veces
pueden ser mas inestables aerébicamente que aquellos con proporciones normales
porque las bajas concentraciones de acido acético pueden no ser suficientes para
inhibir las levaduras que asimilan lactato. Las proporciones de acido acético por
debajo de 1 suelen ser una indicacion de fermentaciones anormales (Kung et al.,
2018).

2.6.7 Nitrégeno soluble y N amoniaco

Los procesos proteoliticos de plantas y microorganismos conducen a cambios en
los compuestos nitrogenados de los ensilados. La fermentacion da lugar a un

aumento del N soluble (entre el 55 y el 60% del N total) y del NH3-N (normalmente
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menos del 10-15% del N total). En general, los ensilados de alta humedad tienen
concentraciones mas altas de N y NHs3-N solubles que los ensilados mas secos

debido a la fermentacién general mas robusta en los primeros. (Kung et al., 2018).

2.6.8 Olor del ensilado

Los ensilados bien fermentados no deben tener un olor fuerte y particular porque el
acido lactico, el principal acido organico de la fermentacion, es casi inodoro. Sin
embargo, la mayoria de los ensilados tienden a tener un suave olor a vinagre (acido
acético) porque este acido se produce en la segunda concentracion mas alta
después del acido lactico y es muy volatil. Los ensilajes con un olor afrutado y dulce
se asocian erroneamente con ser un alimento estable y bien fermentado. En
realidad, estos olores se deben generalmente a altas concentraciones de alcohol
(etanol) que son producidas principalmente por levaduras, pero también por muchas
bacterias. Los clostridios sacaroliticos (Clostridium tyrobutyricum y Clostridium
butyricum) generalmente se encuentran en el ensilaje y utilizan azucares solubles o
acidos organicos (lacticos) para producir acido acético y acido butirico, que tiene un
olor fuerte y fétido a mantequilla rancia. La protedlisis excesiva puede dar un olor
putrido, a pescado o a amoniaco. Los ensilados clostridiales suelen tener un

aspecto viscoso de color verde oliva (Kung et al., 2018).

2.6.9 Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios prevalentes en muchas plantas (Kholif,
2023), quimicamente se conocen como triterpenos y glucésidos esteroides y son
moléculas estructuralmente diversas (Sj et al.,, 2021). Su nombre se debe a su
capacidad para formar una espuma estable en soluciones acuosas como el
jabén. Las saponinas esteroidales se encuentran principalmente en
monocotiledéneas y su concentracidn es mayor en las hojas jovenes que en las

maduras y es mayor en las raices que en el follaje, en las plantas en realidad no se
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encuentran como un solo compuesto, sino como muchos compuestos con diversos
restos de azucar (Kholif, 2023).

La mayoria de las plantas contienen saponinas en sus diferentes partes, como la
raiz, el tubérculo, la corteza, las hojas, la semilla y el fruto. Las plantas sintetizan
saponinas como barrera quimica o escudo para mejorar su sistema de defensa para
proteger sus tejidos. Por lo tanto, se encuentran en altas concentraciones en los
tejidos que son mas susceptibles al ataque de patdgenos o a la depredaciéon de
insectos. La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos ha
declarado que las saponinas son "generalmente reconocidas como seguras" tanto
para el consumo humano y animal, para este ultimo, tienen la capacidad de modular
la fermentacion ruminal y mejorar la produccion animal (Kholif, 2023). Sin embargo,
en concentraciones excesivas las saponinas afectan negativamente la absorcion de
nutrientes, ya sea por inhibicion enzimatica durante la digestibn o por una
interaccion con el zinc, mientras que son la principal causa de sabores indeseables
que se producen después de su consumo. Por lo tanto, a pesar de sus acciones
beneficiosas para la salud del consumidor, las saponinas se consideran

componentes no deseados en los alimentos (Sj et al., 2021).

En el contexto de alimento para ganado, el estudio de Yanza et al. en 2024 se centro
en la utilizacidon de extractos de saponinas como aditivo dietético en la nutricion de
rumiantes y reveld que varios niveles de extracto de saponina de hasta 40 g/kg MS
no afectaron negativamente la ingesta de alimento, sin embargo, se encontré que
el tipo de animal y la ingesta dietética de extracto de saponina interactuaban, y se
sugiere que los grandes rumiantes tienen una palatabilidad mas diversa para tolerar
el sabor amargo de las saponinas que los pequefos rumiantes. Esta evidencia
indica que los grandes rumiantes pueden mitigar naturalmente los efectos adversos
del extracto de saponina y tener una utilizacion mas eficiente de la energia cuando

se alimentan con dietas que contienen extracto de saponina.
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2.6.10 Oxalatos

Los cristales de oxalato calcico o cristales ergasticos estan presentes en la mayoria
de las plantas en todos los 6rganos. Algunas familias de plantas tienen una mayor
acumulacién de cristales, como la familia Agavaceae (Nayagam & Rajan, 2021). Los
oxalatos existen en la célula vegetal como productos finales metabdlicos, como

sales solubles o sales insolubles (Temdur et al., 2021).

La presencia de estructuras como el oxalato de calcio proveen a las plantas del
género Agave caracteristicas unicas debido a su gran capacidad de secuestrar y
mantener los niveles de calcio dentro de la planta, ademas de la proteccion
fitosanitaria, desintoxicacion (metales pesados, acido oxalico, entre otros), equilibrio
iénico, apoyo del tejido y rigidez de la planta, y recoleccion y reflexion uniforme de

la luz (Bernardino-Nicanor & Gonzalez-Cruz, 2023).

Dentro de la planta, se forman fuertes enlaces entre el acido oxalico y otros
minerales, como el calcio, el magnesio, el sodio y el potasio. Esta combinacion
quimica da como resultado la formacion de sales de oxalato. Algunas sales de
oxalato, como el sodio y el potasio, son solubles, mientras que las sales de oxalato
de calcio son basicamente insolubles. El oxalato de calcio insoluble tiende a
precipitarse (o solidificarse) en los rifiones o en el tracto urinario, formando asi
cristales de oxalato de calcio de bordes afilados cuando los niveles son lo
suficientemente altos. Estos cristales desempefian un papel en la formacién de

calculos renales en el tracto urinario (Sj et al., 2021).

A menudo, se observan cristales de oxalato de calcio depositados cerca de los
haces vasculares, cerca de los elementos del xilema. De este modo, las plantas
secuestran, dividen y transportan el calcio a lo largo y ancho de su estructura y
organos. Secuestrar el exceso de calcio en forma inactiva como cristales de oxalato
de calcio (CaOX) en una medida eficaz para minimizar la toxicidad. Estos tienen
una importante funcién fisiolégica de regulacion del calcio, ya que almacenan el
exceso de calcio en forma de cristales, e incluso sirven como un proveedor interno

de carbono incluso cuando los estomas estan cerrados, lo que conduce a una nueva
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via fotosintética llamada fotosintesis de alarma. Algunos estudios demuestran que
los cristales de CaOX tienen una interesante funcién de reflejar la luz de manera
uniforme para el cromoplasto evitando la fotooxidacion, algunos otros sefialan que
estos cristales son una efectiva defensa contra los insectos perforadores de la

corteza (Nayagam & Rajan, 2021)

La concentracion de minerales se encuentra relacionada con la ubicacién de las
hojas dentro de la roseta asi como con el tiempo de desarrollo de la planta,
mostrando diferencias significativas en cuanto al tamafio de los cristales de oxalato,
de acuerdo con el tiempo de desarrollo de la planta y la ubicacion de la hoja en la
roseta seran las necesidades metabdlicas de la planta, las cuales se ven reflejadas
en la presencia de mayor o menor concentracion de minerales (Bernardino-Nicanor
& Gonzalez-Cruz, 2023).

Estos cristales tienen muchas funciones en las plantas, pero actia como un
antinutriente cuando se consume en exceso a través de alimentos crudos o

medicamentos crudos a base de plantas (Nayagam & Rajan, 2021).

La sensibilidad de los rumiantes a las plantas con oxalatos es variable. Las ovejas
son mas sensibles a los oxalatos que el ganado vacuno. La cantidad de planta
ingerida, el tiempo de alimentacion, el contenido de oxalato soluble, la existencia de
otros piensos como factor de dilucién en el rumen y la sensibilidad previa al oxalato
son los factores efectivos que determinan la sensibilidad de los rumiantes. Aunque
no hay envenenamiento en los animales, las sales solubles de oxalato que se toman
continuamente en pequefas cantidades, se absorben y entran en la circulacion.
Este oxalato se combina con el calcio de los fluidos corporales y reduce la intensidad
del calcio plasmatico, asi como de los glébulos rojos. Los calculos renales se forman
como resultado de la sedimentacion de cristales de oxalato de calcio en los tubulos
renales, lo que resulta en insuficiencia renal. La deposicion de cristales de oxalato
de calcio en el sistema nervioso central causa trastornos como la paralisis (Temur
etal., 2021).
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3. Antecedentes

El interés inicial en las bacterias acido lacticas como microorganismos fue
impulsado por la mera practica relacionada con la industria alimentaria y de
fermentacién. Louis Pasteur, considerado por la mayoria como el padre de la
microbiologia e inmunologia, era un quimico que sentdé muchas bases tedricas de
lo que hoy conocemos en el campo; en sus investigaciones de 1856 sobre los
problemas de la fermentacion inadecuada, detecté dos fermentaciones: una lactica
y una alcohdlica, ambas inducidas por microorganismos, Pasteur describié por
primera vez el acido lactico como el producto de una fermentacion microbiana, y
sometid la mezcla a altas temperaturas para lograr la pasteurizaciéon y matar asi los
microorganismos, esto le permitié lograr una fermentacion predecible mediante la
introduccién de cultivos microbianos puros (Holzapfel & Wood, 2014). En 1873, J.
Lister obtuvo el primer cultivo puro de una bacteria del acido lactico (BAL) al que
llamé “Bacterium lactis” (Lactococcus lactis) esto, al realizar diluciones de leche para
aislar a la bacteria responsable de la produccidn del acido lactico; y a partir de 1890,
se empezaron a utilizar cultivos iniciadores para la produccion de queso y leche
agria, si bien es entendido que el hombre ha consumido alimentos fermentados
desde hace mas de 5000 afos, pero no fue hasta afios recientes que el hecho
cientifico fue focalizado. En 1919, S. Orla-Jensen publicé la primera monografia
dedicada a las BAL, consolidando su estudio y aplicacion en la fermentacion de
alimentos. A partir de estos hallazgos, surgen multiples estudios posteriores que han
sentado las bases de lo que hoy conocemos sobre las bacterias acido lacticas y la
fermentacién (Konig & Frohlich, 2017).

3.1 Ecologia de las Bacterias Acido Lacticas

Los diversos géneros, especies y cepas de las BAL habitan y enfrentan ambientes
especificos con el fin de ejercer funciones especificas o multiples de acuerdo con
sus determinantes estructurales y vias metabdlicas. Estas, difieren en morfologia,

temperatura optima de crecimiento y tolerancia a la misma, tolerancia a la sal,
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niveles de pH bajos, metabolismos y moléculas secretadas. Este tipo de bacterias
se pueden encontrar en casi todas partes, aunque su carga total y abundancia
relativa en los ecosistemas microbianos son extremadamente diversas y dependen
del entorno especifico. La presion selectiva ejercida por estos entornos es un factor
clave en la diversidad genomica entre las cepas de BAL derivadas de distintos
habitats, por ello, estas bacterias se adaptan a diversas condiciones y cambian su

metabolismo en consecuencia (George et al., 2018).

En general, las bacterias acido lacticas se encuentran en habitats ricos en
nutrientes, como lo son: material vegetal y frutas en descomposicion, en productos
lacteos, carne y pescado fermentados, remolacha, patatas, el chucrut, masa madre,
verduras encurtidas, los ensilados, las bebidas fermentadas, las plantas, el agua,
los zumos, las aguas residuales y en las cavidades (bucales, genitales, intestinales
y respiratorias) de humanos y animales. De igual manera, forman parte del
microbiota sano del intestino humano. Aparte de la caries dental, los Lactobacilllus
suelen considerarse apatogenos. Algunas especies se utilizan como cultivos
iniciadores para la fermentacién de alimentos. Gracias a la acidificacion, evitan el
deterioro de los alimentos y el crecimiento de microorganismos patdgenos. Algunas
BAL se emplean como probidticos, que son células bacterianas potencialmente
beneficiosas para el ecosistema intestinal de los seres humanos y otros animales
(Holzapfel & Wood, 2014).

Estas bacterias pueden crecer a temperaturas que oscilan entre 5y 45°C y en un
rango de pH de 3.5 a 10.0; por lo tanto, las condiciones ideales para el crecimiento
varian segun la cepa, para esto, necesitan de ciertas sustancias para prosperar,
incluidas las fuentes de carbono y nitrégeno como aminoacidos, carbohidratos,

vitaminas y minerales (Stephen & Saleh, 2023).

3.2 Aplicaciones en la industria alimentaria y agricola

La actual demanda global de alimentos seguros, sostenibles y de alta calidad, asi
como la necesidad de reducir el impacto ambiental en las actividades humanas, ha
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adoptado e innovado, cada vez de manera mas comun, soluciones biotecnolégicas
para solucionar los distintos problemas a los que se enfrenta la poblacién. En este
contexto, las bacterias acido lacticas (BAL) han emergido como microorganismos
clave debido a su capacidad para fermentar y preservar alimentos, mejorar la
calidad de los productos agricolas y ganaderos, y promover practicas mas

sostenibles.

Las bacterias acido lacticas desempefian un papel multifacético en los sectores de
alimentacion, agricultura, medicina, entre otros, y la Administracion de Alimentos y
medicamentos las reconoce como generalmente segura (GRAS). Asi es como su
aplicacion resalta en multiples escenarios, pero, para llegar a ello fue necesario en
un inicio identificar y aislar la bacteria de interés de un medio habitual en el que se
encontraba, puede ser de material vegetal en descomposicion, vegetales, frutas,
productos lacteos, alimentos fermentados, bebidas fermentadas, ensilajes, jugos,
aguas residuales, tractos gastrointestinales, cavidades de humanos y animales, etc.
(Slizewska & Chlebicz-Wojcik, 2020).

Las BAL son candidatas prometedoras para la sintesis de otros compuestos, como
edulcorantes, vitaminas, bacteriocinas, exopolisacaridos (EPS), enzimas
lignoceluldsicas, metabolitos (L-alanina,diacetol, manitol y sorbitol), etc. Estos
compuestos son conocidos por sus variadas funciones, incluida la biopreservaciéon
y la mejora de los componentes nutricionales de los ensilados. Esta mejora
nutricional amplia el uso de inoculantes LAB que sintetizan vitaminas especificas en
alimentos fermentados. Ademas de las vias enumeradas anteriormente (Okoye et
al., 2023).

Las bacterias acido lacticas homofermentativas se han propuesto como
microorganismos altamente favorables para aplicaciones industriales debido a su
importante viabilidad comercial en areas como la alimentacién y la bioconservacion,
la utilizacion de probidticos y los procedimientos de biodegradacion. Por lo tanto, la
identificacion de una BAL homofermentativa es un factor critico en el desarrollo de
un bioproceso econdémico para la produccién de acido lactico. Los principales

candidatos homofermentativos que son mas utilizados, incluyen los géneros
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Lactococcus, Lactobacillus y Enterococcus. En los ultimos afos la produccién de
acido lactico por cepas BAL procedentes de diversos materiales organicos ha
cobrado cada vez mas importancia en el campo de la biotecnologia. Los
microorganismos que se utilizan en aplicaciones comerciales exhiben una tasa de
fermentacién rapida cuando se utilizan materias primas de bajo costo, producen
cantidades minimas de biomasa celular y otros subproductos en pequefas
cantidades y producen altas concentraciones de acido lactico estereoespecifico
(Stephen & Saleh, 2023).

El proceso de fermentacion es altamente eficiente y rentable, ya que funciona sin la
necesidad de procedimientos complejos. Las cepas mas beneficiosas
econdmicamente dentro del grupo, son las cepas de Lactobacillus debido a su alta
productividad, rendimiento y alta tolerancia a los acidos. Ademas, que es posible
alterarlos de forma controlada para generar especificamente L/D-lactico. (Stephen
& Saleh, 2023).

Las desventajas de utilizar BAL para la produccion comercial de acido lactico
incluyen altas demandas de nutrientes y riesgos de contaminacion debido a las
bajas temperaturas de fermentacion (<45°C). Debido a su alto rendimiento (casi al
maximo valor teorico), productividad y excelente pureza éptica (>99%) de acido
lactico, las BAL homofermentativas son el Unico método disponible para la

produccion comercial (mas de 100 g/L de acido lactico) (Stephen & Saleh, 2023).

Otro de los usos del poder fermentador de las bacterias acido lacticas es como
aditivo en el ensilaje, ya que la inoculacién con BAL podria aumentar el contenido
de acido lactico, disminuir el pH, y ayudan a mejorar el perfil de fermentacion del
ensilado y mejorar la calidad del alimento. Estudios previos han demostrado que la
inoculacién de BAL en ensilajes puede reducir las pérdidas de materia seca y
aumentar la estabilidad aerodbica, la tasa de degradabilidad y el rendimiento de los
animales. Recientemente, se han desarrollado inoculantes de doble propdsito que
contienen bacterias homofermentativas y heterofermentativas para superar las
limitaciones de los inoculantes que contienen cualquiera de los dos tipos de

bacterias por si solas, y la combinacion de ambos tipos de organismos puede
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mejorar la velocidad de fermentacion y mejorar la estabilidad aerdbica (Stephen &
Saleh, 2023).

Por ello, es que su exploracién resulta cada vez mas intrigante, en el descubrimiento
de nuevas cepas de fermentacién que hagan un trabajo mas eficiente, rapido y

eficaz que sus predecesoras en la industria.

3.3 Aditivos en los ensilados

Los aditivos son sustancias afadidas en el momento del ensilado que tienen como
objetivo estimular la fermentacion lactica, inhibir la fermentacion por
microorganismos indeseables y, en consecuencia, reducir las pérdidas
fermentativas, lo que puede mejorar el valor nutricional del ensilado. Ademas, el uso
de aditivos en el ensilado puede promover mejoras en la estabilidad aerdbica, un
mayor consumo y el rendimiento de los animales. Sin embargo, casi ningun aditivo

tiene todas estas caracteristicas (Diogénes et al., 2023).

Sin embargo, los métodos tradicionales de fermentacién de ensilado enfrentan
desafios significativos, como largos periodos de fermentacion, producciéon de baja
acidez y calidad inconsistente, lo que limita su efectividad en la practica agricola
moderna (Zhao et al., 2024).

Asi, para obtener ensilados con un perfil fermentativo adecuado, la planta debe
presentar algunas caracteristicas inherentes a su composicién quimica, como un
contenido de materia seca de aproximadamente el 30%, un contenido de
carbohidratos solubles del 10% y una baja capacidad tampén (20 mg de NaOH/100
g MS). Sin embargo, la mayoria de las plantas no presentan estos requisitos previos,
por lo que es esencial el uso de aditivos que estimulen la fermentacion (Diogénes
et al., 2023).

Algunas de las caracteristicas de un aditivo es que debe ser seguro de manejar, que
mejore el proceso de fermentacidén, que ayude a reducir las pérdidas de materia

seca, reducir el deterioro aerdbico en la alimentacion, mejorar la calidad higiénica
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del ensilado, limitar la fermentacién secundaria, mejorar la estabilidad aerdbica,
aumentar el valor nutritivo del ensilado, reducir pérdidas inevitables (asociadas con
las enzimas de la planta y los microorganismos), y como resultado, aumentar la
produccion animal y dar al agricultor un rendimiento mayor que el costo del aditivo
(Getabalew et al., 2022).

Un aditivo para ensilado solo es eficaz cuando presenta resultados positivos en
cuanto a la recuperacion de la materia seca, disminuye el calentamiento y el moldeo
durante el almacenamiento y la alimentacion o en el caso de uso de un aditivo
nutritivo que mejora el rendimiento animal [leche (cantidad o composicion), aumento
de peso, condicién corporal, reproduccion] (Neto et al., 2020). Ademas, algo a tener
en consideracion es que la aplicacion de aditivos al ensilado es un ajuste fino, ya
que los aditivos no corrigen errores relacionados con el manejo del ensilaje; por lo
tanto, para obtener un ensilado de alta calidad, todas las etapas del proceso deben

realizarse meticulosamente (Carvalho et al., 2021).

3.3.1 Clasificacion

Se han empleado distintos métodos para clasificar los aditivos del ensilado, una de
ellas es en algunos grupos principales, que son: inhibidores de la fermentacion
(acidos, sales y otros inhibidores quimicos), nutrientes (urea, amoniaco, granos,
minerales, pulpas de citricos), inhibidores del deterioro aerdbico (acido acético,
caproico y amonico, entre otros), estimulantes de la fermentacion (cultivos de
bacterias lacticas &cidas, enzimas y fuentes de carbohidratos) y aditivos
absorbentes de humedad (Neto et al., 2020).

Existe una variacion en la respuesta del ensilado debido al uso de un determinado
tipo de aditivo porque su eficiencia se determina en funcion de la dosis utilizada, de
la calidad del forraje o incluso de las especies de bacterias utilizadas, en el caso del
inoculante bacteriano. Ademas, es fundamental estandarizar la aplicacién del aditivo
en toda la masa a ensilar para obtener resultados satisfactorios (Getabalew et al.,
2022).
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Inhibidores de la fermentacion

Los acidos organicos tienen un papel esencial como aditivos alimentarios en los
rumiantes. Retrasan el deterioro al aumentar la acidez del alimento, reducen la
formacion y efectos de las micotoxinas, mejoran el equilibrio microbiano en el
sistema digestivo y mejoran la utilizacion de nutrientes. Ademas, mejoran la calidad
del ensilado y la estabilidad aerdbica al prevenir el deterioro aerdbico en ensilajes,
disminuyen rapidamente el pH del ensilado, asi, inhibiendo el crecimiento de
microorganismos (levaduras, mohos, enterobacterias y clostridios) responsables del
deterioro aerobico (Atilgan, G. B., 2023).

Cuando se agregan los acidos, el material vegetal se vuelve mas maleable
rapidamente, gracias a esto es mas facil apilarlo, comprimirlo y, por ende, eliminar
el aire entre las capas. Un alto porcentaje de este acido en el ensilado a menudo
restringe la fermentacion, por ello, la tasa de aplicacion varia segun el contenido de
humedad del forraje, la duracién de almacenamiento y la formulacién con otros
conservantes. No obstante, la acidez puede detener la respiracion de las plantas y
reducir la produccion de calor y la pérdida de nutrientes, una acidificacion rapida
inhibe clostridios. Sin embargo, la adicién de acido al ensilado aumenta el efluente
y puede ser potencialmente téxico para los animales, y corrosivos para las
personas, animales y maquinaria. Una opcion viable al trabajar con estos aditivos,
es reducir el contenido de humedad del ensilado para minimizar el efluente, y
adicionar carbonato de calcio para ajustar la acidez del ensilado (Getabalew et al.,
2022).

Para mantener la calidad del ensilado, se pueden usar varios numeros de aditivos
para inhibir el crecimiento de especies indeseables. Estos inhibidores se pueden
agregar durante el ensilado. La adicion de inoculantes de ensilaje y acido organico
se puede utilizar para sintetizar algunos agentes antimicrobianos (etanol, H20z2,
exopolisacaridos, diacetilo) y plaguicidas antibacterianos (bacteriocinas)
(Soundharrajan et al., 2021).
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Aditivos nutritivos

Los aditivos nutritivos tienen como objetivo adicionar una fuente de nutrientes al
ensilado final. Minerales como el calcio, el fésforo, el azufre y el magnesio se han
afnadido al forraje en el momento del ensilado. Por lo general, estos no tienen ningun
efecto sobre la fermentacion o actuan como amortiguadores, lo que resulta en un
ensilado de pH mas alto. La Unica razon para agregar minerales es que hara que el
ensilado sea mas completo desde el punto de vista nutricional (Getabalew et al.,
2022).

La adicion de amoniaco resulta en la adicion de una fuente econdmica de proteina
cruda, una vida util prolongada de la litera durante la alimentacion (estabilidad
aerobica), menos moldeo y calentamiento durante el ensilado, y la disminucion de
la degradacion de proteinas en el silo. Mientras que, la urea se ha anadido a
ensilados con la finalidad de ser una fuente econémica de proteina bruta. Cuando
se afaden estos aditivos se debe garantizar que las necesidades de proteinas
degradables y no degradables estén equilibradas para el rumiante objetivo
(Getabalew et al., 2022).

Inhibidores del deterioro aerdbico

El acido propiénico tiene la mayor actividad antimicotica. Es mas débil que los
acidos formico y mineral, pero puede ser un aditivo util para los ensilados. El 4cido
propionico es eficaz para reducir la levadura y los mohos, que son responsables del
deterioro aerébico de los ensilados. El efecto antimicotico del acido propidnico
aumenta a medida que disminuye el pH, lo que lo convierte en un candidato ideal
para mejorar la estabilidad aerébica del ensilado donde el pH es bajo. En el pasado,
la estabilidad aerdbica mejoraba cuando se afiadian grandes cantidades de acido
propidnico (1% a 2% de la MS) al ensilado, pero el alto porcentaje de acido a
menudo restringia la fermentacién en estos casos. La tasa de aplicacién de aditivos

de acido propidénico ha variado segun el contenido de humedad del forraje, la
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duracion del almacenamiento y la formulacion con otros conservantes (Getabalew
et al., 2022).

Aditivos estimulantes de la fermentacion

Las enzimas que digieren la fibra vegetal y el almidén, se han utilizado
particularmente como aditivo, ya que participan en los procesos metabdlicos, y
contienen complejos enzimaticos individuales, combinaciones de complejos
enzimaticos y combinacion de complejos enzimaticos con bacterias acido lacticas
(Getabalew et al., 2022).

Se han agregado una variedad de aditivos enzimaticos al forraje en el ensilado en
un esfuerzo por mejorar la fermentacion y el valor nutritivo del ensilado. En la
inmensa mayoria de estos estudios se ha aplicado una mezcla de celulasasy
hemicelulasas para aumentar la liberacidn de carbohidratos de la pared celular de
la planta, poniéndolos a disposicion de las BAL para fermentar a acido lactico. Los
aditivos enzimaticos se aplican casi invariablemente en combinacién con
inoculantes bacterianos, lo que dificulta la diferenciacion entre las respuestas de

ensilado bacterianas y las mediadas por enzimas (Muck et al., 2018).

Hay dos razones principales para agregar enzimas que digieren la fibra al ensilado.
En primer lugar, estas enzimas pueden digerir parcialmente las paredes celulares
de la planta (celulosa y hemicelulosa), producir azucares solubles que pueden ser
fermentados por las BAL para reducir el pH del ensilaje. Esto estimula la
fermentacién del ensilado y mejora la calidad de la fermentacion al aumentar la tasa
y el grado de disminucién del pH, aumentar la concentracion de acido lactico,
mejorar la relacién acido lactico: acido acético (que es indicativo de una mayor
eficiencia de la fermentacioén) y, por lo tanto, reducir las pérdidas de materia seca.
Una disminucién mas rapida del pH también limitaria la degradacion y la
desaminacion de las proteinas del forraje y reduciria la produccién de amoniaco. En
segundo lugar, la digestion parcial de la pared celular de la planta puede mejorar la
tasa y/o el grado de digestibilidad. Para que ocurra el primer evento, la tasa de
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hidrdlisis de la celulosa debe coincidir con el crecimiento temprano de las bacterias
del acido lactico (Getabalew et al., 2022).

Las enzimas que digieren la fibra son mas efectivas para reducir el contenido de
fibra de los cultivos ensilados en el rango de humedad del 60% al 70%. Estas
mejoran la fermentacion al estimular la produccion de acido, reducir el pH y reducir
el N amoniaco. Las condiciones de crecimiento de las enzimas para una actividad
maxima, por lo general es un pH de 4,5 y una temperatura de 50°C para una
actividad éptima. Sin embargo, el area de superficie, los sitios de union, el nivel de
humedad y las proteasas de las plantas también pueden inhibir la actividad

enzimatica (Getabalew et al., 2022).

Dentro de los aditivos estimulantes de la fermentacion, también se encuentran las
bacterias acido lacticas, que han sido reconocidas por su capacidad de mejorar el
proceso de fermentacién y calidad del ensilado, mediante su uso es posible reducir
pérdidas de contenido celular, que son principalmente carbohidratos solubles,
proteinas y acidos organicos, que aumentan la digestibilidad, y por lo tanto la
recuperacion de nutrientes y energia del material vegetal. Por lo tanto, varios
factores pueden interferir con la eficiencia del aditivo, como caracteristicas de la
cepa utilizada, temperatura, pH del ensilado, contenido de carbohidratos solubles y

poblacion de microorganismos epifitos (Neto et al., 2020).

Las BAL se utilizaron generalmente como aditivos de ensilado para promover el
proceso de ensilado y mejorar la calidad de la fermentacién de los ensilajes finales.
Algunos estudios recientes indicaron que la adicidon de inoculantes (que contienen
cepas seleccionadas de BAL) cambié la comunidad microbiana al hacer que los
microorganismos estuvieran dominados por las BAL lo antes posible (Sun et al.,
2021).

La fermentacion depende totalmente de los tipos de microorganismos que pueden
controlar el proceso. La velocidad de fermentacion mas rapida, la protedlisis mas
baja, la concentracion de acido lactico, los contenidos mas bajos de acidos acético
y butirico, el menor contenido de etanol y la mayor recuperacién de energia y

materia seca son caracteristicas observadas cuando se utilizan microorganismos
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homofermentativos, mientras que las bacterias heterofermentativas tienden a
utilizar el acido lactico y la glucosa como fuente de sustrato para la produccién de
acidos acético y propidnico. los cuales son efectivos en el control de hongos, bajo
pH y estabilidad aerdbica (Neto et al., 2020).

La inoculacion de bacterias homofermentativas en el ensilaje de cultivos forrajeros
promueve un inicio rapido del proceso de fermentacion, ya que el dominio del medio
es uniforme, donde los microorganismos actuan consumiendo los sustratos
presentes, aumentando rapidamente la produccion de acido lactico, con una rapida
reduccion del pH del medio y que junto con el bajo potencial de reduccidén de oxi-
inhibicion de enterobacterias y bacterias de los géneros Listeria, Bacillus y
Clostridium dan como resultado ensilajes bien fermentados, sin embargo, este
resultado depende de la disponibilidad de suficiente sustrato fermentativo para su

desarrollo.

En cuanto al uso de bacterias heterofermentativas, varios estudios apuntan a crear
un equilibrio positivo entre la fermentacion, el deterioro aerdbico y el rendimiento
animal, produciendo acido aceético y lactico, que en conjunto son capaces de
controlar microorganismos deletéreos que pueden desarrollarse en ambientes
anaerobicos y aerdbicos. Ademas, el acido acético producido por las BAL
heterofermentativas tiene un efecto antifungico, que inhibe el crecimiento de
levaduras y hongos filamentosos cuando el ensilado se expone al aire, potenciando

la accidn conjunta con el acido lactico.

La incorporacion de ingredientes de alimentos faciimente fermentables, como el
azucar o la melaza, a forrajes tropicales con bajo contenido de MS y limitados en
azucar, es una forma de mejorar la fermentacion del ensilado. La melaza de caia,
se afade hasta un 10% p/p para proporcionar carbohidratos rapidamente
fermentables. Pero, en condiciones de alta humedad, la melaza también puede
inducir el deterioro de los clostridios, especialmente con forrajes contaminados con
tierra. Debido a su viscosidad, es dificil de aplicar y debe diluirse preferiblemente
con un volumen reducido de agua tibia para minimizar las pérdidas por filtracién
(Getabalew et al., 2022).
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Aditivos de absorbentes de humedad

Los productos de grado alimenticio, como los cereales en general y los
subproductos procesados, como la harina de maiz o sorgo, el salvado de arroz, la
harina de mandioca, la pulpa de citricos, etc., también pueden utilizarse como
aditivos, en parte para proporcionar un sustrato fermentable, pero también para
dirigir el curso de la fermentacion mediante la absorciéon de humedad excesiva
(Getabalew et al., 2022).

Ingredientes de piensos facilmente fermentables, como azucar o melaza, afiadidos
al material vegetal con bajo contenido de materia seca y azucar, pueden mejorar la
fermentacién del ensilado. Dado que la calidad del ensilado depende de la
fermentacién de los azucares en el material ensilado por las bacterias acido lacticas,
fuentes ricas en hidratos de carbono solubles en agua (WSC) tienen un efecto
significativo en la mejora de la calidad del ensilado. La tasa de aplicacién debe ser
menor a 2.5% para aumentar el contenido de carbohidratos solubles en agua, con
esta aplicacién, se espera que la produccion de acido lactico aumente después de
la fermentacién, mientras que se espera que las pérdidas de materia seca, pH y
NHs-N disminuyan (Atilgan, G. B., 2023).

3.3.2 Importancia

Se pueden aplicar varios tipos de aditivos al principio del proceso para garantizar
que la fermentacion se produzca adecuadamente y para mejorar la calidad del
ensilado. Estos aditivos pueden ser quimicos o microbioldgicos (también conocidos
como cultivos iniciadores o inoculantes), siendo los aditivos microbiolégicos mas

comunmente utilizados (Carvalho et al., 2021).

Una intuicién clara y comprensible de las transiciones bioquimicas que ocurren
durante el ensilado ha ayudado a la busqueda de nuevos aditivos para el ensilado,

enfatizando cepas unicas que se estan volviendo mas eficientes. Ciertos aditivos de
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ensilado pueden ayudar a disminuir las pérdidas inevitables, especialmente
aquellas que involucran enzimas vegetales, microorganismos o pérdidas de campo.
Los aditivos del ensilado, quimicos (acidos formicos sérbicos, acéticos, propionicos
y benzoicos y sus sales) y biolégicos (celulasa, bacterias acido lacticas homo y
heterofermentativas), asi como sus diferentes efectos, se han investigado a fondo.
Estos aditivos de ensilado se afiaden al forraje o a la biomasa del cultivo durante el
ensilado para mejorar el proceso de ensilado (fermentacion), disminuir las pérdidas
de materia seca, reducir el deterioro aerdbico durante la alimentacion, mejorar la
calidad higiénica del ensilado, limitar la fermentacion secundaria, mejorar la
estabilidad aerdbica, aumentar el valor nutritivo del ensilado, inhibir las actividades
de los patdégenos y aumentar la produccion animal al tiempo que proporciona al
agricultor un rendimiento superior al coste del aditivo. Sin embargo, los aditivos
biolégicos, especialmente las BAL, se consideran mas adecuados para la
inoculacion de ensilaje que otros aditivos debido a su seguridad y viabilidad, no
corrosividad, respeto al medio ambiente, recuperacion mejorada de materia seca,

caracteristicas de fermentacion y rendimiento animal (Okoye et al., 2023)

3.4 Aditivos microbiolégicos BAL

Las bacterias acido lacticas estan presentes de forma natural en las plantas y otros
sustratos que se utilizan para la produccion de ensilado. Estas bacterias son
esenciales para la fermentacién espontanea; sin embargo, a menudo estan
presentes en poblaciones bajas (<5 log de unidades formadoras de colonias (UFC)
por g de sustrato) o incluso por debajo de los niveles de deteccién (<2 log UFC) por
g de sustrato). El acido lactico producido por las BAL es el principal responsable de
la conservacion del ensilado, por lo que este es el principal grupo de bacterias que

se ha estudiado como inoculante. (Carvalho et al., 2021).

Las BAL ideales deben reproducirse rapidamente, producir acido de manera
eficiente, tolerar ambientes acidos, resistir condiciones adversas y ser seguras
(Zhao et al., 2024).
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Tipicamente, el proceso de ensilado de los cultivos forrajeros esta dominado por las
BAL, y las alteraciones en las comunidades microbianas estan estrechamente
relacionadas con la fermentacién del ensilado (Guo et al., 2023). El rapido
crecimiento de las BAL en la etapa inicial de ensilado y la posterior comunidad
bacteriana establecida son vitales para la fermentacion posterior y la calidad final
del ensilado (Jie Bai et al., 2022).

Con el fin de mejorar aun mas la calidad de la fermentacion, se han desarrollado
diferentes aditivos de bacterias acido lacticas de ensilado y se han resumido bien
los efectos de estas bacterias en la fermentacion del ensilado, la estabilidad
aerobica y la productividad animal (Guo et al., 2023). Las bacterias lacticas son las
principales responsables de la reduccion del pH y de la conservacion del material
ensilado. El inocular con bacterias acido lacticas, resalta con la finalidad de
aumentar la abundancia de bacterias beneficiosas y disminuir la composicion de
microorganismos daninos del ensilado al tiempo que aceleran la produccion de
acido lactico, mejorando asi la calidad nutricional, asi como las caracteristicas de
fermentacién (Chen et al., 2023). En particular, los inoculantes de bacterias lacticas
(BAL) desempenan un papel importante en la mejora de la fermentacion del ensilado
PM, la utilizacion de nutrientes y la reduccién de los niveles antinutricionales (Wang
et al., 2022).

El aditivo microbiolégico o indculo, esta compuesto por cepas de una o mas
especies de microorganismos, que deben ser viables en el momento de su uso. La
correcta eleccion y aplicacion del inoculante son fundamentales para obtener estos
efectos. Cuando se selecciona un microorganismo, se deben considerar las
caracteristicas especificas del sustrato objetivo, asi como las condiciones generales
del ambiente de ensilado para garantizar efectos 6ptimos. La seleccion cuidadosa
es esencial para el éxito en la obtenciéon de nuevas cepas para mejorar la calidad
del ensilado. Una sola cepa rara vez tiene todas las caracteristicas deseables

necesarias para aumentar la calidad del ensilado (Carvalho et al., 2021).

En general, los inoculantes se seleccionan por su capacidad para reducir

rapidamente el pH del ensilado a través de la fermentacién de carbohidratos
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solubles en agua a acidos lacticos, lo que inhibe aun mas la actividad proteolitica y
conserva los nutrientes. En la actualidad, se estan realizando intentos para disenar
inoculantes (inoculantes funcionales) que no solo mejoren la calidad del ensilado,
sino que también afecten positivamente la salud animal, la produccion, la tolerancia
al estrés y mejoren la ingesta y digestibilidad del ensilado. Algunos estudios han
demostrado que los ensilados inoculados aumentaron indirectamente la produccion

de leche de las vacas en comparacion con los no inoculados (Guo et al., 2023)

En un proceso de ensilado 6ptimo, las bacterias del acido lactico superan a otros
microorganismos para dominar la comunidad bacteriana. Sin embargo, la
competencia de las BAL contra otros microorganismos se ve afectada por multiples
factores, entre ellos el contenido de humedad, las condiciones aerobicas y la
composicion de los microorganismos epifitos en el forraje fresco (Yang et al., 2022).
Aunque las BAL crecen mas lentamente porque son metabodlicamente menos
eficientes, son competitivas y pueden prosperar porque emplean varios
mecanismos para inhibir el crecimiento de otros microorganismos, incluidos
patégenos y deteriorantes (Avila & Carvalho, 2020). Un ensilado mal fermentado o
contaminado puede servir como fuente de bacterias patégenas u otros microbios
indeseables. Los inoculantes de bacterias lacticas se utilizan ampliamente para
garantizar la calidad del ensilado al mejorar el proceso de fermentacién y la
estabilidad aerdbica del ensilado. Numerosos estudios han demostrado que la
aplicacion de inoculantes BAL durante el ensilado podria reducir el pH del ensilado
y mejorar la conservacion del ensilado. Por lo tanto, los cambios en las comunidades
bacterianas del ensilaje deben perfilarse para mejorar nuestra comprension de la
contribucion de los inoculantes BAL a la fermentacién del ensilado. Los inoculantes
BAL pueden modular la dinamica de la comunidad microbiana y los cambios
funcionales durante el proceso de ensilado. Ademas, las complejas vias
metabdlicas durante el ensilado estan reguladas por los inoculantes a través de la
degradacion de los sustratos del material vegetal y la transformacion de los
metabolitos (Guo et al., 2023).
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Los inoculantes BAL comunmente utilizados en ensilado se dividen en cultivo
homofermentativo y heterofermentativo de acuerdo con sus diferentes patrones de
fermentacién. Basicamente, una cepa homofermentativa se utiliza a menudo para
dominar la fermentacion del acido lactico y disminuir el pH en consecuencia, lo que
evita el crecimiento de microbios indeseables y ayuda a preservar la masa de
forraje. Mientras que, una cepa heterofermentativa se utiliza para mejorar la
estabilidad aerdbica mediante la produccién de acido acético y 1,2-propanodiol (Jie
Bai et al., 2022).

Actualmente uno de los principales enfoques para mejorar la calidad de la
fermentacién del ensilado es la inoculacién de bacterias acido lacticas de tipo
homofermentativo de rapido crecimiento, con el fin de dominar la fermentacion, lo
que resulta en un ensilado de mayor calidad, algunos de los inoculantes mas
comunes de este tipo incluyen: Lactobacillus plantarum, L. acidophilus, Pediococcus
acidilactici, P. pentacaceus y Enterococcus faecium, pueden contener una o mas de
estas bacterias, las cuales han sido seleccionadas por su habilidad para dominar la
fermentacién. La mayoria de los inoculantes microbianos estan disponibles en
forma de polvo o granulos. Los inoculantes que se aplican en forma seca a menudo
se mezclan con carbonato de calcio, leche desnatada en polvo, sacarosa u otros
portadores, y se pueden aplicar a mano o mediante dispositivos dosificadores de
sélidos segun las especificaciones del fabricante. Los inoculantes que se aplican de
forma liquida se presentan en forma de polvos secos y se mezclan con agua justo
antes de su uso (el agua clorada puede ser perjudicial para el inéculo). La aplicacion
se puede realizar con una simple regadera, pesando la carga de forraje entrante y
ajustando la aplicacion en funcién del tiempo medio de descarga. Un mejor método
es utilizar un pulverizador de liquido dosificado para dispersar uniformemente el
in6culo en el forraje. Los liquidos no utilizados se deben desechar después de un
periodo de 24 a 48 h porque la cantidad de bacterias comienza a disminuir (Kung,
2014).

Para tener una inoculacion adecuada, Kung en 2014, indica que estos

microorganismos deben estar presentes en un numero suficiente, la tasa de
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inoculacion recomendada es de 100,000 (1x10°) UFC por gramo de forraje himedo,
hay poca evidencia que sugiera duplicar o triplicar esta cantidad (200-300,000 UFC)
es beneficioso. Este hecho es confirmado por fuentes recientes, como Cheng et al.
en 2023, quienes enfatizan que la cantidad de inoculantes es un factor importante
que afecta la calidad de la fermentacion del ensilado, se necesita al menos 10°
UFC/g de bacterias acido lacticas para asegurar una mejora significativa en la
calidad del ensilado, sin embargo, la cantidad de inoculante debe formularse para
lograr una calidad de fermentacion optima para diferentes especies de plantas de

ensilaje.

Tedricamente, cuando los inoculantes se aplican en forma seca o liquida a forrajes
marchitos hasta aproximadamente 30 a 50% de MS, la eficacia del mismo producto
deberia ser igual, pero hay pocos datos publicados que respalden esta afirmacion.
Sin embargo, cuando la humedad limita la actividad microbiana (> 50% de MS), los
indculos aplicados en un liquido pueden ser mas ventajosos ya que las bacterias se
agregan con su propia humedad para ayudar a acelerar la fermentaciéon. El
almacenamiento es un aspecto importante de un indculo de alta calidad que
contenga microorganismos vivos. Los inéculos deben conservarse en areas frescas
y secas, lejos de la luz solar directa. La humedad, el oxigeno y la luz solar
disminuiran la estabilidad de los inéculos y una vez expuesto al aire el inoculo, debe

usarse lo mas pronto posible (Kung, 2014).

El niumero de estudios sobre la seleccién y el efecto de la adicidon de nuevas cepas
bacterianas para su uso como inoculantes de ensilaje ha aumentado en los ultimos
afos. Sin embargo, el potencial biotecnologico de las bacterias acido lacticas
involucradas en la fermentacion del ensilaje sigue siendo poco explorado (Carvalho
etal., 2021).

Otros criterios para la seleccién de inoculantes incluyen el habitat natural de las
plantas, el rapido crecimiento de la biomasa vegetal cortada o picada, la
insensibilidad a los bacteriéfagos, la compatibilidad con cocultivos, la estabilidad
genética, la tolerancia al estrés y la inhibicion de mohos y levaduras. Ademas, el

entorno de ensilado y la capacidad de las BAL para adaptarse y metabolizar
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rapidamente los nutrientes disponibles son fundamentales para la fermentacion de
la biomasa vegetal (Okoye et al., 2023). Algunos de los grandes retos al seleccionar
las cepas BAL mas eficientes son: optimizar las condiciones de fermentacion vy
mejorar la eficiencia de la fermentacién, se puede mejorar aun mas la calidad y
rendimiento del ensilado de acido lactico. Esto garantizara una fuente de alimento
mas estable y confiable para la cria de animales, promoviendo asi su desarrollo
sostenible (Zhao et al., 2024).

3.5 Inoculacién epifita y exégena

La inoculacion con bacterias acido lacticas es una herramienta clave para optimizar
procesos fermentativos en la agricultura y ganaderia. Estas bacterias pueden
clasificarse en dos tipos principales: las epifitas, que se encuentran naturalmente
en el material vegetal, y las exdgenas, introducidas deliberadamente para garantizar

una fermentacion mas controlada y efectiva (Kung, 2014).

El material vegetal destinado al ensilado tiene una variedad de microorganismos
aerobicos y anaerébicos en su superficie, denominados microflora epifita. Su
composicién depende del tipo de materia prima y de los factores ambientales (clima
durante la cosecha, agrotecnia y tecnologia de recoleccion). La microflora epifita
determina en gran medida la fermentacion del material ensilado a través de la
cantidad y el tipo de acidos organicos producidos, al mismo tiempo que afecta la
estabilidad del ensilado obtenido. Los grupos individuales de microorganismos que
existen en las plantas tienen diferentes requisitos en cuanto a la temperatura y la
actividad del agua y difieren en la posibilidad de utilizar compuestos organicos; las
BAL del género Lactobacillus (L. plantarum, L. brevis, L. casei, L. rhamnosus, L.
curvatus, L. gasseri, L. pentosus) y del género Pediococcus (P. pentosaceus, P.
acidilactici, P. damnosus, P. confusa) no superan 1 x 103 UFC/g (Fabiszewska et al.,
2019).

La mayoria de las cepas de bacterias acido lacticas estan presentes de forma

natural en el ensilado fermentado espontaneamente; Por lo tanto, se han aislado,
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cultivado y utilizado como inoculantes de cepa unica o mixta para garantizar una
fermentacién controlada del ensilado (Jatkauskas et al., 2025). La inoculacion de
bacterias acido lacticas epifitas en ensilados presentan mejor eficacia que una cepa
exodgena y dos razones lo explican, la primera son las diferencias en la preferencia
de las diferentes especies de BAL para la utilizacion de carbohidratos de diversas
materias primas, mientras que la segunda es, las BAL de la misma especie
exhibieron preferencias adaptativas que fueron moldeadas por su entorno de vida,
los tipos de carbohidratos disponibles en varias materias primas y metabolitos. Igual
bien, las cepas experimentan una evolucion genética influenciada por el medio
ambiente, lo que lleva a la aparicion de genotipos unicos, que confieren fenotipos y

funciones fisioldgicas distintas a estas cepas (Kung, 2014).

En comparacion con las BAL exogenas, las BAL epifitas tienen una mayor
capacidad de crecimiento y produccion de acido durante la fermentacion, lo que
causas una reduccion mas rapida del pH y una capacidad de consumo de
carbohidratos mas significativa. Ademas, la fermentacion de las BAL epifitas da
lugar a niveles mas altos de acido ascérbico, glutation y actividad antioxidante total,
lo que puede prolongar la vida util (Kung, 2014). Existe un excelente potencial
biotecnolégico en la microbiota epifita implicada en la fermentacién del ensilado. La
diversidad metabdlica de estos microorganismos amplia las posibilidades de
seleccidén de nuevos inoculantes, siempre que esta seleccion sea rigurosa y precisa
para garantizar que el resultado sea fiable y satisfaga las necesidades de la

produccion agricola actual y futura (Carvalho et al., 2021).

Se han aplicado inoculantes exdgenos de BAL a los forrajes para alterar el patron
de fermentacion con el fin de producir un ensilado con caracteristicas deseables. El
trasplante de microbiota beneficiosa de donantes sanos a receptores que carecen
de una microbiota beneficiosa especifica es una practica médica comun, con la
misma actividad funcional en el receptor que en el donante (Draper et al., 2018).
También es factible trasplantar microbiota epifita entre forrajes con diferentes
composiciones y caracteristicas microbianas para mejorar la calidad del ensilado
(Nazar et al., 2020).
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Los inoculantes bacterianos se producen mediante el cultivo de cepas bacterianas
de acuerdo con las condiciones 6ptimas de crecimiento, y la biomasa se seca por
liofilizacién. La preparaciéon se administra a las plantas después de la cosecha
mediante pulverizacion con una suspension acuosa de bacterias, utilizada en una
dosis que proporciona el numero de células bacterianas destinadas al ensilado, que

es un minimo de 1 x 10%° UFC/g de material vegetal (Jatkauskas et al., 2025).

Sin embargo, con el desarrollo continuo de la tecnologia y los cambios continuos en
el mercado, la fermentacion del ensilado de acido lactico también enfrenta algunos
desafios y areas para una mayor investigacion. Los procesos y la tecnologia de
fermentaciéon del ensilado con acido lactico aun deben mejorarse y optimizarse.
Todavia se necesita mas investigacion sobre cémo cribar cepas de bacterias
lacticas mas eficientes en diferentes entornos, asi como como controlar factores
como la temperatura, la humedad y el contenido de oxigeno en el proceso de
fermentacién para lograr el mejor efecto de fermentacion (Zhao et al., 2024). La
futura innovacion tecnoldgica en la fermentacion del ensilado deberia destacar el
desarrollo de aditivos nuevos, eficientes y respetuosos con el medio ambiente (Zhao
et al., 2024).

Los agaves se desarrollan en un microbioma complejo en donde suelen involucrarse
algunas interacciones benéficas entre la planta con los microorganismos con los
que coexisten, dichas relaciones pueden desarrollarse desde las bacterias y otros
organismos que habitan en el suelo hasta las bacterias que residen dentro de la
planta, las cuales se denominan enddfitas y suelen desarrollarse dentro de sus
tejidos, donde establecen una relacion simbidtica, otorgandole beneficios a la planta
como el potencial para fijar nitrégeno, reducir niveles de etileno, la produccién de

compuestos antimicrobianos y promotores de crecimiento (Silva-Lépez et al., 2025).

En este trabajo de investigacion se evaluan tanto una cepa epifita como una cepa
exogena de bacterias acido lacticas para optimizar procesos fermentativos en
ensilado de A. salmiana. A continuacion, se describe especificamente la produccion
del in6culo a partir de la cepa epifita, destacando los pasos y condiciones

necesarias para su produccion y posterior aplicacion.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar los efectos de la adicion de dos aditivos microbiolégicos: indculo
microbiolégico comercial (Biosile®: Lactobacillus Plantarum y Pediococcus
pentosaceus) y uno nativo (Lactobacillus pantheris) sobre la dinamica
microbiolégica y fisicoquimica del ensilado de Agave salmiana a través del tiempo
mediante cinéticas microbianas, la cuantificacion de pH, materia seca, lactato,

pérdida de materia seca, azucares reductores, oxalatos y saponinas.

Objetivos especificos

1. Reactivar la cepa nativa Lactobacillus pantheris (CM4) para la produccion de

in6culo nativo.

2. Comparar los efectos de los aditivos microbioldégicos comercial y nativo sobre las
cinéticas microbiolégicas de bacterias acido lacticas, mesdéfilos y levaduras del

proceso de ensilado a lo largo de 720 horas de fermentacion.

3. Desarrollar y validar preliminarmente protocolos analiticos para la determinacion
de pH, azucares reductores, saponinas, oxalatos y produccion de lactato en el
ensilado de Agave salmiana, evaluando la aplicabilidad de métodos reportados en
otras especies y en matrices alimentarias, con el fin de monitorear cambios a lo

largo del tiempo.

Hipoétesis

Hipétesis nula

La adicion de in6culos microbioldgicos (nativo y comercial) al ensilado de A.

salmiana, no tendra diferencias respecto a las cinéticas microbioldgicas o sobre la
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pérdida de materia organica, el pH, los azucares reductores, las saponinas, los

oxalatos y produccioén de lactato, respecto a un ensilado sin aditivos.

Hipotesis alternativa

La adicién de indéculos microbiolégicos (nativo y comercial) al ensilado de A.
salmiana, modificara las cinéticas microbioldgicas acelerando el proceso de
fermentacién con una reduccién en la pérdida de materia organica, un menor pH,
un consumo mas rapido de los azucares reductores, un menor contenido de
saponinas y oxalatos, asi como una mayor produccién de lactato, respecto a un

ensilado sin aditivos.

Pregunta de investigaciéon

¢,Coémo influye la adicion de inéculos microbiolégicos la fermentacion del ensilado

de Agave salmiana?

Justificacion

En las zonas aridas y semiaridas de México, Agave spp., representa una fuente
importante de nutrientes, especialmente por su capacidad de proveer agua y
biomasa tanto para consumo humano como para la alimentacién animal. Estas
plantas, estan ampliamente distribuidas y adaptadas a condiciones ambientales
extremas, lo que las convierte en un recurso estratégico para la produccion agricola
en regiones con escasez de agua. En especial, el Agave salmiana, una planta no
cultivada, contiene un alto contenido de azucares, tradicionalmente empleada en la

produccion de bebidas alcohdlicas mexicanas (Pinos-Rodriguez et al., 2008).

Durante la estacion seca (octubre — marzo) las hojas de A. salmiana se utilizan como

alimento para ganado vacuno y caprino. Sin embargo, las plantas jovenes presentan

75



un alto contenido de compuestos como cristales de oxalato de calcio, aceites acres
y saponinas (Pinos-Rodriguez et al., 2008). La madurez de la planta reduce
parcialmente estos compuestos, pero no elimina la necesidad de un tratamiento

previo al consumo para mejorar su digestibilidad y calidad nutricional.

El ensilado se ha propuesto como una alternativa eficaz para la conservacion del
material vegetal, ya que reduce la presencia de compuestos antinutricionales vy
mejora la calidad del material vegetal. El guishe de agave, obtenido por el raspado
de las hojas, ha demostrado ser un material viable para este proceso. No obstante,
existe controversia respecto a la necesidad de inocular el material con cultivos
iniciadores, ya que se presume que la fermentacion del agave es
predominantemente homolactica. Por ello, resulta importante evaluar la eficiencia
del proceso de ensilado con bacterias acido lacticas, al fin de determinar su impacto

en la reduccion de antinutrientes y la mejora de la calidad final del ensilado.
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l. Produccion de inéculos de Lactobacillus pantheris

Este capitulo comprende los métodos y técnicas utilizadas a nivel laboratorio para
la produccién del inéculo de Lactobacillus pantheris (CM4) una cepa nativa aislada
de ensilados finales de Agave salmiana. Del mismo modo, se expone el método
usado para la reactivacion de la cepa, incluyendo condiciones de cultivo, los medios
utilizados y preservacion previa a su uso, asi como los resultados obtenidos durante
la produccion. Se abordan, de la misma manera, conceptos tedricos que contribuyan

a la comprensién del capitulo.

Materiales y métodos

Para la reactivacion de la cepa CM4 (L. pantheris) aislada de ensilados de A.
salmiana y crio conservada en glicerol a -80°C, se inocularon 50 ml de caldo de
cultivo DeMan, Rogosa y Sharpe (MRS-Milipore Merck Sigma). El cultivo se incubd
por 16 horas a 37°C con agitacién de 100 rpm. Por otro lado, se construyé un
cepario, donde 500 pl de glicerol al 50% y 500 pl de caldo MRS con la cepa se
colocaron en un crio-tubo y se almacenaron en congelacién a -80°C, para futuros

usos en los proximos afos.

Posterior a la reactivaciéon, se realizé un cultivo en serie axénico, para ello Se
sembré la cepa CM4 en placas de agar MRS, inoculando por estria hasta obtener
colonias aisladas. Las placas se incubaron a 37°C por 16 horas. Se seleccionaron
colonias aisladas de las placas y se sembraron en 200 ml de caldo MRS,
previamente esterilizado, en un matraz Erlenmeyer. Esta operacion se realizé por

triplicado y los cultivos se incubaron a 37°C por 16 horas a 100 rpm.

Tras la incubacion, se determin6 el numero de células contenidas por mililitro de
medio utilizando una camara de Neubauer. Para lo cual, se diluyeron los cultivos en
solucion salina tamponada con fosfato (PBS, preparacién en el anexo), realizando
diluciones seriadas hasta 10, se tomaron 10 pl de la disolucion 102 del caldo de

cultivo con PBS y se colocaron en la camara superior e inferior para tener un
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duplicado de los datos. Se realizé el conteo en el cuadrante central de la camara

con la siguiente formula:

[Células] B (# células) (Factor de multiplicacion especifico de la camara) (Factor de diluciéon)

ml # cuadros usados

Posteriormente, se seleccion6 una de las tres muestras de caldo MRS para usarse
como aditivo microbioldgico, para ello, se busco llegar a una concentracion final de
1x10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en un volumen final de 500 ml
diluido en una solucién con PBS; inicialmente de la muestra se tenia una
concentracion de 391 000 UFC/ml, por ello, se utilizé la formula Ci * Vi = Cf xVf
;donde: Ci es la concentracion inicial de muestra, Vi es el volumen inicial de la
muestra, Cf es la concentracion final, y Vfes el volumen final que se desea obtener;
esto con la finalidad de determinar el volumen que habia que anadir de cultivo para
poder obtener la concentracion final de bacterias deseadas. Asi que, la disolucion
de PBS y caldo de cultivo fue de 371 ml y 129 ml respectivamente. Esta disolucion
fue centrifugada a 4°C por 5 min y 6000 xg. El sobrenadante se desecho y el pellet

fue conservado en ultra congelacién a — 80°C.

Analisis estadisticos descriptivos

Para los analisis estadisticos se uso6 el software Excel de Microsoft 2019, en él se
introdujeron los datos del conteo de la camara de Neubauer, y se estimé el promedio
de las UFC por muestra, asi como la desviacion estandar para la dispersion de los
datos y el porcentaje de error. De estos datos se obtuvo un grafico de barras en el
que se contrastd el total de log UFC de cada repeticion y las barras de desviacion
estandar. Ademas, se realizé un analisis de varianza con un modelo de ANOVA
general con un 95% de confianza, en el cual se hizo una comparacion multiple de

medias con una prueba post hoc de Tuckey.

78



Resultados y discusiones

En el analisis estadistico de ANOVA, los resultados revelaron que existen
diferencias significativas entre las muestras evaluadas (p=0.007). Para identificar
entre qué grupos existen diferencias significativas, se aplicé la prueba post hoc de
Tuckey, la cual indica que la muestra C es significativamente mayor comparada con
la muestra B, mientras que la muestra A ocupa una posicién intermedia que no

difiere de manera significativa de ninguna (anexo: tabla 11 y 12)

Como se observa en el grafico 1, la muestra C presentd el mayor numero de UFC
en logaritmo, con un promedio cercano a 5.75, mientras que la muestra B mostro el
menor conteo, alrededor de 5.45. La muestra A, utilizada para fines del experimento,
presenté un promedio intermedio de aproximadamente 5.6 log UFC. Las barras de
error indican que la dispersiéon de los datos fue mas alta en la muestra C, lo cual
sugiere una mayor variabilidad en los resultados obtenidos para esta muestra en
comparacion con las otras dos. Esta variabilidad podria estar relacionada con

factores intrinsecos o con el proceso de reactivacion de la cepa.

Conteo de producciéon cepa CM4

C p—
©
o B = A——
)
= UFC log
A |
5.2 5.3 5.4 5.5 5.6 5.7 5.8

Unidades Formadoras de Colonias en logaritmo

Grafico 1: Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en funcién de logaritmo. Los datos

se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).
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Esta posicion intermedia de la muestra A, sugiere un comportamiento microbiologico
estable, que no se distingue significativamente por un mayor o menor crecimiento
frente a las otras condiciones evaluadas. Por lo tanto, la muestra A representa una
opcidon con resultados consistentes dentro del rango comparado, aunque no

sobresaliente en términos de eficacia o disminucién microbiana.
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Il Ensilado: proceso y analisis de parametros microbiologicos y
fisicoquimicos

Este capitulo describe el proceso de ensilado de guishe de A. salmiana en un
entorno controlado de laboratorio. Donde se llevaron a cabo cinéticas
microbiologicas para monitorear el desarrollo de microorganismos involucrados en
el proceso de fermentacion. Ademas, se realizaron mediciones periédicas de varios
parametros clave, tales como el pH, pérdida de materia organica por liberacion de
COz2, concentracion de saponinas, azucares reductores y la acumulacion de acido
lactico. Estos analisis permitieron evaluar la eficiencia del ensilado y la calidad del

producto final.

Objetivos

Comparar los efectos de los aditivos microbioldgicos comercial y nativo sobre las
cinéticas microbiolégicas de bacterias acido lacticas, mesdéfilos y levaduras del

proceso de ensilado a lo largo de 720 horas de fermentacion.

Desarrollar y validar preliminarmente protocolos analiticos para la determinacién de
pH, azucares reductores, saponinas, oxalatos y produccion de lactato en el ensilado
de Agave salmiana, evaluando la aplicabilidad de métodos reportados en otras
especies y en matrices alimentarias, con el fin de monitorear cambios a lo largo del

tiempo.

Materiales y métodos

Se evaluo el efecto de dos aditivos microbiolégicos (cepa de Lactobacillus, nativa
del ensilado de A. salmiana: Lactobacillus pantheris (CM4) y un aditivo comercial:
Biosile®: Lactobacillus plantarum y Pediococcus pentosaceus) sobre el ensilado de
A. salmiana. Para tal efecto, se prepararon tres grupos experimentales: control

negativo (ensilado de A. salmiana sin tratamiento), control positivo (ensilado de A.
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salmiana inoculado con aditivo microbioloégico comercial Biosile®) y un tratamiento

(ensilado de A. salmiana inoculado con una cepa nativa CM4).

Preparacion del ensilado

Se colectaron y desfibraron pencas de A. salmiana en el Distrito de Educacion,
Salud, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (DESCTI, 20.113, -98.828) durante febrero
de 2024, para obtener 6 kg + 500 g de guishe. El material desfibrado se ensil6é en
bolsas de poliamida y polietileno, que fueron selladas al vacio, para asegurar la

anaerobiosis del ensilado, e incubadas a 30°C durante 30 dias.

Preparacion de los aditivos microbiolégicos

El in6culo comercial se prepard en base en las instrucciones proporcionadas por el
fabricante de Biosile® para forrajes humedos. Para ello, se diluyeron 0.3 g de Biosile
en 24 ml de agua purificada y hervida, esto para eliminar las bacterias contenidas
en el agua y evaporar el cloro, al finalizar se llevo a un volumen final de 200 ml con
PBS a una concentracion final de 2x10° UFC/g. De manera similar, el indculo de la
cepa nativa CM4 se diluyd con 24 ml de agua purificada y hervida, se aforé a 200
ml con PBS a una concentraciéon final de 1x10° UFC/g. Posteriormente, las

diluciones fueron anadidas a la pulpa de agave y mezcladas vigorosamente.

Recoleccién de muestras
Diseno experimental

El disefio experimental utilizado en esta investigacion fue un disefio factorial
completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial. Se evaluaron tres
tratamientos: una cepa nativa de bacteria acido lactica (CM4), una combinacion de

cepas comercial (Biosile®) y un grupo de control (sin aditivos). Cada tratamiento se
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sometié a cinco tiempos de fermentacion estandarizados (0 h, 32 h, 72 h, 168 hy
720 h), a 30°C, los cuales fueron los mismos para todos los tratamientos,
manteniendo condiciones homogéneas de temperatura durante el proceso de

ensilado.

Para cada tratamiento, incluido el control, se prepararon 15 bolsas de material
vegetal ensilado. En cada uno de los cinco tiempos de muestreo predefinido, se
seleccionaron tres bolsas por grupo experimental, lo que permiti6 obtener una
representacion adecuada de la variabilidad dentro de cada grupo. En total el
experimento conté con 45 bolsas de poliamida y polietileno (15 para cada grupo —
Control negativo, control positivo y tratamiento 1). Cada bolsa contenia un peso final
de 140 g £ 5 g de material. Esta metodologia asegura una distribucion aleatoria de
las unidades experimentales, reduciendo el sesgo y aumentando la validez de los

resultados.

Las variables de respuesta evaluadas, incluyen parametros microbiolégicos vy
fisicoquimicos, como: materia seca, pH, pérdida de materia organica por liberacion
de CO2, concentracion de azucares reductores, saponinas, L-lactato y oxalatos. El
disefio permitié analizar tanto el efecto individual de cada tratamiento como la
interaccion entre el tipo de cepa y el tiempo de fermentacidn sobre las

caracteristicas del ensilado.

Luego de la recoleccion de cada uno de los cinco tiempos estandarizados (0 h, 32
h, 72 h, 168 h y 720 h), las bolsas fueron congeladas a -20°C hasta su préximo uso

en los siguientes analisis.

Aislamiento e identificacion de microorganismos

Para tener una comprensién mas clara de la dinamica microbiana en el ensilado y
confirmar que las cepas anadidas sobreviven y crecen segun lo esperado, se realizd
aislamiento e identificacion de microorganismos en los diferentes tiempos de
ensilado (0 h, 32 h, 72 h, 168 h y 720 h), también se hizo con la finalidad de detectar
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microorganismos indeseables como levaduras, mohos o bacterias patégenas que

causan deterioro en el proceso y bajan la calidad nutricional.

Para desprender a los microorganismos presentes en el material ensilado, se llevo
a cabo una dilucion 1:10 de 10 g de muestra fresca de ensilado de cada uno de los
tiempos (0 h, 32 h, 72 h, 168 h 'y 720 h) y 90 ml de agua peptonada al 0.01% de
tween 20 en matraz Erlenmeyer de 250 ml, esto por cada muestra. Los matraces se
llevaron a incubacion a 26°C/ 1 h a 260 rpm; luego, el contenido se filtr6 con gasa
de dos capas en condiciones de esterilidad. Del liquido filtrado, se tom6 1 ml y se
hicieron diluciones de 10! hasta 10-'2 sembrando las diluciones por triplicado en
placas de Agar Papa Dextrosa (PDA) 30 ul y Agar Bilis Rojo Violeta (VRBA) 10 pl.

Las placas se incubaron a 30 °C por 24 horas. Pasado este tiempo, se realizé un

conteo de colonias.

Analisis de parametros fisicoquimicos

Para evaluar la calidad y caracteristicas del ensilado, se midieron parametros
importantes que pudieran dar informacion relevante del proceso de fermentacion,
como lo son: pérdida de materia organica por CO2, Materia Seca (MS), pH, Azucares

reductores, L-lactato, saponinas y oxalatos.

Pérdida de materia organica por liberaciéon de CO:

Para determinar esta pérdida durante el proceso de ensilado, se pesaron las bolsas
de los tiempos iniciales y finales de ensilado, pertenecientes a cada uno de los
tratamientos, de estos datos, se realizd una diferencia aritmética y se calculo el
porcentaje de pérdida de materia organica, asumiendo que la disminucion en peso

se debia principalmente a la liberacion de didxido de carbono (CO2).

Pérdida de materia organica por liberaciéon de CO, = Peso inicial del ensilado — Peso final del ensilado
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Materia seca

Para la determinacion de materia seca en el ensilado de A. salmiana, se tomo una
muestra representativa de 10 +1 g de ensilado fresco y se colocaron en una charola
previamente tarada. La muestra se secd en una estufa de secado a 65°C hasta
alcanzar un peso constante (aproximadamente 16.5 h). Posteriormente, se peso la

muestra y se calcul6 el porcentaje de materia seca usando la férmula:

% MS Peso seco (g) « 100
0 " Peso fresco (g)

Este método permitié cuantificar la fraccidn solida libre de agua del ensilado y cada
uno de los tratamientos. Existen diversas metodologias usadas para calcular la
pérdida total de materia seca, en Ramos et al., 2021 consideran la de Schmidt 2006,
quien propone calcularla por la diferencia entre los pesos brutos de materia seca
inicial y final del silo. Por lo tanto, la base para cuantificar la pérdida de MS en el

proceso de ensilado se produce por diferencias de pesos.

Azucares reductores

Para la medicion de azucares reductores, 5 g de ensilado fresco fueron diluidos en
45 g de agua desmineralizada, en una proporcién 1:10; posteriormente se licuo
hasta obtener una mezcla uniforme y se filtr6 en un embudo con gasa de doble

capa, el filtrado se congel6 a -20°C hasta su uso.

Para la determinacion de estos azucares, se utilizd el método de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) tal como describe McCleary et al., (2018; 2020)

La curva de calibracién consistio en preparar soluciones estandar de glucosa con

concentraciones conocidas que van desde 0.0 a 1.0 mg/ml (tabla 3).
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Tabla 3

Preparacion de la curva estandar de calibracion de azucares reductores

i i Volumen de stock
Numero de estandar Volumen de agua (ul)
glucosa 0.2% (pl)

Blanco 0 1000
1 25 975
2 50 950
3 100 900
4 200 800
5 300 700
6 400 600
7 500 500
8 1000 0

Nota. Las soluciones patrén se elaboraron a partir de una disolucion madre de glucosa al 0.2 %
(p/v). Para cada estandar, los volumenes de glucosa y agua desionizada se combinaron hasta un
volumen final de 1 000 pL.

De cada solucién estandar y blanco, se usaron 200 ul y se le afadié una cantidad
fijla de DNSa (100 pl), siguiendo el protocolo, las muestras se pusieron en ebullicion
a 100°C por 15 minutos. Pasado este tiempo, las muestras se enfriaron en un bafio
de hielo y se les agregaron 900 pl de agua destilada para ser mezcladas en vortex
por 10 segundos, hecho esto, se midioé la absorbancia a 540 nm en un lector de
microplacas multimodo Varioskan LUX.

Los valores de absorbancia obtenidos se graficaron contra las concentraciones de

glucosa estandar.
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Para la determinacion de azucares reductores en las muestras de ensilado, se
usaron 200 ul de muestra filtrada, a la muestra se le agregaron 100 pl de solucion
reactiva de DNSAYy se llevé a ebullicion a 100°C por 15 minutos. Luego, se enfriaron
las muestras en un bafio de hielo y se les agregd 900 ul de agua destilada, esto se
mezclé en vortex por 10 segundos y se midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector

de microplacas multimodo Varioskan LUX.

pH

Para la medicion de este parametro, 5 g de ensilado fresco fueron diluidos en 45 g
de agua desmineralizada, en una proporcion 1:10; posteriormente se licué hasta
obtener una mezcla uniforme y se filtré en un embudo con gasa de doble capa. El
pH de la muestra filtrada inmediatamente fue medido en un potenciémetro OAKTON
pH 700 pH/mV/°C/°F. Calibrado con buffer 7, 4 y 1.68.

L-lactato

Para la cuantificacion de L-lactato, 5 g de ensilado fresco fueron diluidos en 45 g de
agua desmineralizada, en una proporcion 1:10; posteriormente se licud hasta
obtener una mezcla uniforme y se filtr6 en un embudo con gasa de doble capa.
Posteriormente, 1 ml de muestra, filtrada fue centrifugado a 10000 rpm durante dos
minutos a temperatura ambiente, el sobrenadante resultante fue recuperado para la

medicion de lactato.

La concentracion de lactato fue determinada utilizando un analizador bioquimico
YSI 2700 select, el equipo fue previamente calibrado utilizando estandar YSI 2747,
que contenia D-Glucosa [1.80 g/l], L-Lactato [0.45 g/l]. La medicion se realizo

siguiendo el protocolo establecido por el fabricante del analizador.
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Saponinas

Para la cuantificacion de saponinas, se utilizé el método colorimétrico propuesto por
Hiai en 1976, quien propone el uso de vainillina y H2SO4 para la generacion de

grupos cromoforos en saponinas.

La preparacion de la curva de calibracion se realizé conforme lo indicado en la tabla
4:

Tabla 4

Preparacion de curva estandar de calibracion para cuantificacion de saponinas

Acido
Ndmero de Estandar de Metanol80% Reactivo de
Saponina (ug) sulfarico
estandar saponina (ml)  (ml) vainillina (ml)
72% (ml)
Blanco 0 1000 0.25 0.25 2.5
1 25 975 0.20 0.25 2.5
2 50 950 0.15 0.25 2.5
3 100 900 0.10 0.25 2.5
4 200 800 0.05 0.25 2.5
5 300 700 0.00 0.25 2.5

Nota. Los volumenes de estandar de saponina, metanol 80 %, reactivo de vainillina y &cido
sulfurico 72 % estan expresados en mililitros y se combinan para cada estandar, dando el volumen

total de reaccién por punto de la curva.

El estandar de saponina se afiadié a un tubo de ensayo, posteriormente se agrego
el metanol al 80% a temperatura ambiente. Los tubos se transfirieron a un bafio de
hielo, ahi se adicionaron 0.25 ml vainillina y 2.5 ml de acido sulfarico al 72%,
mezclando vigorosamente en vortex hasta unificar el contenido. La mezcla se

calentd en un bafio Maria a 60°C durante 10 minutos. Tras el calentamiento, los
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tubos se enfriaron en un bafo de hielo y se volvieron a mezclar en vortex para
asegurar la homogeneidad de la muestra. Finalmente, se midi6 la absorbancia a

520 nm en un espectrofotometro.

Para la cuantificacion de saponinas, las muestras del ensilado fresco se secaron en
una estufa de secado a 65 °C sobre charolas de aluminio hasta alcanzar una
humedad final de 6-8%. Las muestras de ensilado ya secas, se molieron en mortero
y tamizaron hasta alcanzar un tamafo <1 mm de particula, este fue almacenado en

desecador hasta su proximo uso.

Para la extraccion de saponinas de la matriz ensilada, se pesaron 250 mg de
muestra de ensilado seco y se colocaron en tubos falcén de 50 ml, luego, a cada
tubo se le anadieron 10 ml de metanol acuoso al 80% y las muestras se agitaron
inmediatamente para asegurar una mezcla homogénea. Los tubos se mantuvieron
en agitacion mecanica en un agitador orbital durante 16 horas a temperatura
ambiente. Pasado este tiempo, los tubos se centrifugaron a 5000 rpm durante 10
minutos, el sobrenadante, que contenia el extracto de saponinas, se recolecté en
tubos falcon de 50 ml. A los tubos con remanente de muestra, se le adicionaron 10
ml de metanol al 80%, y se centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos y se recolecto

nuevamente el sobrenadante adicional.

En un tubo de cultivo, se afnadieron 200 ul de extracto de saponinas, para luego
agregar 50 ul de metanol al 80% a temperatura ambiente. Los tubos se transfirieron
a un bafio de hielo, ahi se adicionaron 0.25 ml de vainillinay 2.5 ml de acido sulfurico
al 72%, las muestras se mezclaron vigorosamente en vortex, después pasaron a un
bafno Maria para calentarse a 60°C por 10 minutos. Luego de este periodo se
enfriaron los tubos en un bafio de hielo. Finalmente, se midié la absorbancia a 520
nm en un espectrofotdmetro. Los valores de absorbancia se graficaron contra las

concentraciones de saponina estandar.
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Oxalatos

Para llevar a cabo la determinacion de oxalatos en el ensilado de A. salmiana, se
utilizé la técnica de titulacion descrita por Mishra et al., 2017, en la cual 10 £1 g de
ensilado fresco, se secaron en una estufa de secado a 65°C hasta alcanzar un peso
constante (16.5 h). Las muestras se molieron y tamizaron hasta alcanzar un tamano
de particula de 1 mm, estas fueron resguardadas en un desecador libre de humedad

hasta su proximo uso en el analisis.

La determinacion se realiz6 mediante un método de titulacion. Se pesé 1 g de
material vegetal y se transfiri6 a 30 ml de acido sulfurico (H2SO4) 0,5 N, esto se
hirvié a bafno Maria durante 15 minutos. A continuacion, el extracto fue filtrado con
papel filtro Whatman No. 1 y se le afiadié agua desionizada en igual proporcion, de

este extracto filtrado, se tomaron 10 ml y se le afadieron 40 ml de H2S04 0,5 N.

50 ml finales de la mezcla, se calentaron a 60°C y se valor6 contra una soluciéon
0,005 N de permanganato de potasio (KMnOa). El punto final se determiné mediante

el aspecto de color rosa claro en la muestra del extracto.

Resultados y discusiones

Cinéticas de crecimiento microbiano

Los resultados del seguimiento de microorganismos patégenos en el ensilado,
indican una rapida disminucion o nula presencia de estos (Coliformes
fermentadores de lactosa y levaduras), probablemente debido a las condiciones
anaerobias y la acidificacién del medio, lo cual es consistente con la eficacia del
proceso de ensilado en inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos. La
tabla 5 muestra la cinética de crecimiento de coliformes fermentadores de lactosa,
microorganismo que es detectable solamente en el tiempo cero, sin embargo,

después de la hora 32 no es detectable hasta una vez finalizado el proceso de
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fermentacion, en el grafico 1 se ve este crecimiento a lo largo del proceso de

ensilado (720 horas).

Tabla 5

Cinética de crecimiento de coliformes fermentadores de lactosa en ensilado de A.

salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 4.687 £ 1.325 3.845 + 0.594 4.091 £ 1.064

32 0 0 0

72 0 0 0

168 0 0 0

720 0 0 0

Nota. Técnica de sembrado en placa de Agar Violeta Rojo Bilis (AVRB), datos de la media expresados
en log UFC.

Cinéticas de Coliformes en ensilado de A. salmiana
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Grafico 1: Crecimiento y cinética de coliformes en el ensilado de A. salmiana, los datos se presentan

como la media £ desviacién estandar (n=3).
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A partir de las 32 horas de fermentacion, las poblaciones de microorganismos se

mantuvieron por debajo del limite de deteccion (< 1 Log,, UTFC), por lo que no se

reporta desviacion estandar para esos puntos de muestreo. Esto sugiere una
supresion rapida de coliformes fermentadores de lactosa durante el proceso de
ensilado, hallazgo consistente con la investigacion de Ruvalcaba-Gémez et al., en
2019, que describe reducciones superiores a 5 logi en indicadores coliformes
durante la fermentacion de ensilados, atribuibles a la rapida acidificacion y a la
actividad competitiva y antimicrobiana de bacterias acido lacticas. Aunque no se
descarta que la ausencia de recuentos de colonias se deba a limitaciones de la

técnica de cultivo empleado para monitorear las cinéticas.

En la tabla 6, se muestran los resultados de la cinética de levaduras, las cuales no
se detectaron en la cinética de crecimiento para ninguno de los tiempos

muestreados.

Tabla 6

Cinética de crecimiento de levaduras en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 0 0 0
32 0 0 0
72 0 0 0
168 0 0 0
720 0 0 0

Nota. Técnica de sembrado en placa de Agar Papa Dextrosa (PDA) acidificado con acido tartarico (pH

3.5), datos de la media expresados en log UFC.
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Todas las determinaciones de recuento de levaduras en el ensilado de A. salmiana,
fueron 0 log1o UFC/g en cada uno de los tiempos =0, 32, 72, 168 y 720 horas (Tabla
6). Las levaduras estaban en una temperatura éptima de crecimiento en el ensilado,
como lo menciona Bernardes et al., en 2018, quienes observaron que el rango de
temperatura de las levaduras es muy variable, con un crecimiento entre 5 y 30°C,
considerando que su crecimiento Optimo de la mayoria de las especies se da a
30°C. La ausencia de las levaduras cultivables en cada una de las muestras, indica
que no se recuperaron ceélulas viables en las condiciones de cultivo empleadas y/o
que la matriz del ensilado era inhdspita para el crecimiento de levaduras desde el
inicio del experimento. Este patron puede deberse a la eliminacion real de las
levaduras en la planta del ensilado, gracias a la rapida acidificacion y la actividad
competitiva de bacterias acido lacticas, en 2016, Gonzalez et al., reporta
mecanismos por parte de estas bacterias que reducen poblaciones de levaduras en
ensilados bien fermentados. Ademas, la variabilidad epifita entre cultivos y
condiciones del forraje puede resultar en recuentos iniciales bajos o indetectables,
esto segun Medina-Saavedra et al., en sus investigaciones de 2021. No obstante,
la interpretacion se ve limitada por el umbral de deteccion del método de cultivo, por
lo que no se puede distinguir entre eliminacidon completa ausencia por debajo del

limite de deteccion.

Las Bacterias Acido Lacticas se comportan de manera diferente a los otros
microorganismos (coliformes y levaduras), la tabla 7 y grafico 2, nos indica como

es su cinética de crecimiento en el proceso de fermentacion a lo largo de 720 horas.
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Tabla 7

Cinética de crecimiento de Bacterias Acido Lacticas en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 4.8407 + 1.607 4.0897 £ 0.420 4.1039 £ 0.514

32 6.5343 £ 1.148 14.5502 £ 1.223 14.4983 + 1.393

72 6.2973 £ 0.071 7.9542 £ 0.673 8.1663 + 0.150

168 5.3521 £ 0.734 13.3679 £ 0.579 SD

720 SD SD SD

Nota. Técnica de sembrado en placa de Man, Rogosa y Sharpe (MRS), datos de la media expresados
en log UFC.

SD: Sin Datos

Cinéticas de BAL en ensilado de A. salmiana
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Grafico 2: Cinética de crecimiento de Bacterias Acido Lacticas (BAL) en el ensilado de A. salmiana. Los

datos se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).
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Los tres grupos experimentales indican la presencia de las bacterias acido lacticas
en el ensilado a lo largo del proceso de fermentacion, los aditivos exdgenos (Biosile)
y endogenos (CM4), aportan una ventaja competitiva en cuestion de crecimiento,
respecto al grupo que tiene una fermentacion espontanea (C-, sin aditivos). Esto no
es concluyente para indicar qué ensilado posee mejores caracteristicas y calidad
final, ya que los datos de la hora 720 no se obtuvo para ninguno de los grupos
experimentales, y en el caso del tratamiento 1, tampoco se obtuvo en la hora 168.

Esto por patrones irrelevantes en las repeticiones del experimento.

En la investigacion de Jatkauskas et al., 2025, se converge en que la aplicacion de
un inoculante a una tasa de 10°UFC g'en ensilados de maiz, mejord
significativamente la calidad de la fermentacion y la eficiencia de conservacion del
ensilado durante un periodo de almacenamiento de 32 dias. Dejando abierta la
posibilidad de seguir estudiando las cinéticas para descubrir que pasa justo en esas
horas sin datos. Sun et al., 2021, confirman esto, ya que en sus estudios revelaron
que, de 5 a 24 h, la poblacion de BAL tuvo una abundancia rapidamente creciente
y dominé la comunidad bacteriana después de 10 h. Y tiene mucho sentido con los
datos obtenidos, ya que se muestra un crecimiento exponencial en las primeras 32
horas de ensilado, pasando de 4 UFC log a 14 en los grupos que tenian aditivo
Biosile y CM4. Siendo este su punto mas alto en los muestreos. Aunque sea minima
la diferencia entre ambos aditivos, estudios de Nazar et al., en 2020 demostraron
que las BAL epifitas mejoraron en gran medida el rendimiento de la fermentacion
del ensilado en comparacion con los aditivos comerciales de BAL en el ensilado de
alfalfa. Tomando este dato como veridico, aun habria que resolver con los demas
analisis, cual tratamiento es mas destacable en cuestion de calidad y rendimiento,
ya que, con esta informacién, y por su ligera diferencia de crecimiento de las BAL

entre ambos grupos de ensilado, es complicado y seria inexacto concluir.

Aunado a el diferenciador del aditivo, el perfil microbiolégico del ensilado de agave
varia segun las etapas de fermentacién y las estaciones. En el ensilado de pulpa de

A. salmiana, las poblaciones de bacterias del acido lactico (BAL) aumentan de 1x108
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a 4x10° UFC/g durante la fermentacién, superando a las bacterias mesdfilas, esto
en estudios de Alcantar-Morales et al., en 2024. Ademas, esta dominancia resulta
de gran influencia, ya que las BAL tienen la capacidad comprobada para controlar
bacterias indeseables que son potencialmente patégenas para los animales. La
aplicaciéon de inoculantes bacterianos en el ensilado de alfalfa resulté en una
reduccion significativa del numero total de microorganismos indeseables,
incluyendo Listeria spp. y Cl. perfringens. Asimismo, el tratamiento de ensilado con
las preparaciones de BAL resulté en la eliminacion completa de bacterias patégenas
del género Salmonellay E. coli. Los ensilados que se caracterizan por una baja
contaminacion clostridial, y por una baja cantidad de levadura, son aerébicamente
estables durante un periodo de tiempo mas largo, esto segun investigaciones de

Fabiszewska et al., en 2019.

Pérdida de materia organica por liberacion de CO:2

En los resultados, el control positivo (Biosile) mostré la mayor pérdida de materia
organica con 6.00 g, equivalente a un 4.243%; mientras que el control negativo
registré una pérdida de 5.50 g, correspondiente al 4.056% vy el tratamiento 1 (CM4)
presentd la menor pérdida con un 5.53 g, representando un 3.899%. Estos
resultados sugieren que el uso de aditivos como Biosile puede incrementar la
pérdida de materia organica en el ensilado de A. salmiana, mientras que el
tratamiento con CM4 podria ser mas eficiente en la conservacion de la materia

organica comparado con los controles.

En el andlisis estadistico tabla 13 (anexo), se llevd a cabo un andlisis de varianza
(ANOVA) lineal, con el propésito de evaluar las diferencias entre los grupos
experimentales. Se obtuvo un valor de p= 0.036. El valor indica que hay una
diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos en términos de la
pérdida de materia organica por CO2 durante el proceso de ensilado. Aunque el

ANOVA mostro diferencias globales, la prueba de Tukey indicé que solo el Control
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negativo difiere significativamente del Tratamiento 1 (CM4); el control positivo

(Biosile) es intermedio y no difiere significativamente de ninguno de los otros dos.

En la tabla 8 se presenta la pérdida de materia organica medida a través de la
emision de COz en los diferentes tratamientos, después de 720 h de ensilado. Estos
resultados sugieren que el uso de la cepa nativa (CM4) como tratamiento, tiene un
efecto significativo en la reduccion de materia organica. Mostrando una pérdida
global de 3.899%, estando ligeramente por debajo del control negativo (sin aditivo)
que tiene una pérdida de 4.056%, mientras que el control positivo, el que contiene
el aditivo de Biosile, presenta la mayor pérdida en comparacion con los otros dos
tratamientos (4.243%). Lo que apunta a que no es tan eficaz en comparacion a los
otros dos tratamientos, en la reduccion de la pérdida de materia organica del

ensilado.

Tabla 8

Pérdida de materia organica (MQ) por liberacion de CO; en ensilado de A. salmiana.

Tratamiento Pérdida de MO (g) Porcentaje (%) Desviacién estandar *
Control negativo 5.50 4.056 1.053
Control positivo (Biosile) 6.00 4.243 0.888
Tratamiento 1 (CM4) 5.53 3.899 0.513

Nota. La pérdida de materia organica se determind de forma indirecta mediante la cuantificacion
gravimétrica de CO:z liberado después de 720 horas de fermentacién. Los valores representan la media

de tres repeticiones (n=3).

La cuantificaciéon de este parametro es de suma importancia para verificar el
proceso de fermentaciéon y delinear el rendimiento del mismo; estas pérdidas se
pueden calcular a través de la diferencia entre los pesos de los silos, tal como lo

indican Ramos et al., en 2021, indican que la pérdida generada por la produccién
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de dioxido de carbono se debe a los gases y, es consecuencia del entorno
anaerobico y la fermentacion de azucares y acidos organicos, por los
microorganismos presentes en el silo, estas pérdidas pueden alcanzar del 2 al 4%,
lo cual nos indica que el ensilado de A. salmiana se encuentra en el rango normal
de esta pérdida y se asocian con todo el ambiente dentro del silo. La produccion de
dioxido de carbono es resultado de la respiracion de la planta, que aprovecha el
oxigeno residual, procedente de infiltraciones o incluso de bacterias anaerdbicas

que realizan fermentaciones indeseables.

Materia seca

Los resultados (ver grafico 3) obtenidos del porcentaje de materia seca indican que
todos los tratamientos, incluido el control, tuvieron una disminucion significativa al

final de las 720 horas de ensilado a comparacion con la hora 0.

Porcentaje de Materia Seca en ensilado de A. salmiana
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Grafico 3: Porcentaje de materia seca a lo largo de 720 horas de ensilado de A. salmiana, en los

distintos tratamientos. Los datos se presentan como la media * desviacién estandar (n=3).
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De los datos, se realizd un analisis estadistico (Tabla 21 en anexos), indican
diferencias estadisticamente significativas tanto para el tiempo transcurrido del
ensilado (p=0.000) como el tipo de tratamiento (p=0.012). Mediante la prueba post
hoc de parejas de Tukey (HDS) (Tabla 23 en anexos), se exploraron las diferencias
entre grupos experimentales, resultando diferencias estadisticamente significativas
entre el control negativo, el control positivo (Biosile) y al tratamiento 1 (CM4),
asimismo los ultimos dos no muestran diferencias estadisticamente significativas
entre ellos, lo que nos indica que, si es determinante adicionar bacterias al ensilado
de A. salmiana para reducir la pérdida de materia seca ya que, aunque parece existir
una desventaja inicial entre el porcentaje de materia seca entre los distintos
tratamientos, el final es el mismo para los tres grupos, quedando en 25% de MS. El
control positivo (Biosile) y el tratamiento 1 (CM4) tuvieron una menor pérdida 3% y
2% al final del ensilado respectivamente, mientras que el control negativo tuvo una

pérdida final de 8%, esto se muestra en la tabla 9.

Tabla 9

Porcentaje de materia seca en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 32.69 +2.68 28.16 £ 2.03 26.78 + 1.28
32 27.73 £1.97 2548 £ 2.41 25.76 £ 0.59
72 27.00 £ 2.96 26.039 £ 0.71 26.70 £ 1.05
168 25.41 £ 0.65 2458 +1.15 24.01+0.58
720 25.14 + 2.64 25.33+0.70 2513 +0.15

Nota. Valores de materia seca expresados en %. Los datos se presentan como la media + desviacion

estandar (n=3).
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Esto nos indica una menor pérdida numéricamente hablando, en los grupos de
ensilado que fueron inoculados con aditivos microbiolégicos (Control positivo y
Tratamiento 1), y parecen reducir la pérdida de materia seca frente al control
negativo; sin embargo, la convergencia en 25% de todos los grupos experimentales
al final indica que, a 720 horas de proceso de ensilado, las diferencias se atenuan
0 que ocurrieron procesos adicionales (compactacion, cambio de temperatura,

manejo) que igualaron pérdidas entre tratamientos.

Este comportamiento es consistente con lo reportado por Pinos-Rodriguez et al.
(2008), quienes sefialan que la dinamica de la materia seca en el A. salmiana tiende
a estabilizarse tras la colonizacion efectiva de bacterias acido lacticas, minimizando
la degradacion excesiva de carbohidratos solubles. Asimismo, la reduccién en la
liberacion de CO2 en estos grupos coincide con los hallazgos de Zamudio et al.
(2009), quienes postulan que el uso de aditivos microbiolégicos promueve una
fermentacién predominantemente homolactica. Este tipo de metabolismo optimiza
la conservacion de la materia seca y la energia del ensilado, en contraste con
procesos heterofermentativos o clostridiales que predominan en ensilados de agave
sin inocular, donde las pérdidas por descarboxilacion y produccion de gases son

significativamente superiores.

Azucares reductores

Los resultados (grafico 4) indican que, todos los tratamientos mostraron una
disminucién en los azucares reductores a lo largo del tiempo de muestreo, lo cual
esta directamente conectado a la disminucion de pH y a la acumulacion de lactato.
La tabla 10, muestra los valores de azucares reductores en el ensilado de A.
salmiana durante un periodo de 720 horas comparando los tres tratamientos

diferentes.
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Tabla 10

Azucares reductores en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 52.619 + 11.877 47.568 + 7.069 64.935 + 10.136

32 6.488 + 1.239 6.073 + 2.883 18.518 + 2.251

72 2.101+£1.925 5.866 + 2.106 0.869 + 1.147

168 1.646 + 1.237 3.385 + 1.353 3.491 £ 1.975

720 2.207 £ 0.486 3.728 £ 0.839 7.532 +2.579

Nota. Valores de azucares reductores expresados en mg/g MS. Los datos se presentan como la media

+ desviacion estandar (n=3).

En el grafico 4 se ve una caida marcada de azucares reductores entre las primeras
32 horas de ensilado en los tres tratamientos, seguida de un comportamiento mas
estable hasta las 720 h, con pequefias variaciones experimentales. La
concentracion inicial (~52.619-64.935 mg/g MS) cae a valores entre 18.518-6.073
mg/g MS a las 32 h; esa reduccion inicial representa 87-71% de los azucares
reductores detectables al inicio. Los valores de azucares reductores fueron
sometidos a un analisis estadistico ANOVA Tabla 24 (anexo), para identificar si es
que existen algunas diferencias entre los grupos experimentales del ensilado, los
resultados revelan un efecto estadisticamente significativo entre las condiciones
analizadas, resultando en un valor de p<0.05, lo que indica diferencias significativas
entre los tratamientos. Para identificar en que grupos existe diferencia o similitud,
se aplicd la prueba post hoc de Tukey (Tabla 26 - anexo), la cual indica que el
tratamiento 1 (CM4) presenta una media de azucares reductores significativamente

mayor que el control negativo y es diferente a los otros dos grupos, mientras que el
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control positivo (Biosile) no difiere significativamente del control negativo
(Agrupaciéon Tukey: CM4 =A; Biosile =B; Control =B).

El aditivo microbiologico CM4 conserva, en promedio, una mayor concentracion de
azucares reductores que el control negativo con significancia estadistica; mientras
que, Biosile muestra un comportamiento intermedio sin diferencias significativas

frente a ninguno de los otros dos tratamientos.

Azucares reductores en A. salmiana

——C-

C+

T1

Azucares reductores (mg/g MS)

H
-

200 300 400 500 600 700 800
Tiempo (h)

Grafico 4: Concentracion de azucares reductores a lo largo de 720 horas de ensilado de A. salmiana.
Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).

La caida abrupta de azucares reductores entre 0 y 32 h se puede interpretar como
la rapida utilizacién de carbohidratos solubles por los microorganismos presentes
en el ensilado, especialmente bacterias acido lacticas, que transforman azucares
en acidos organicos durante la fase inicial de fermentacion; dicho patrén coincide
con la presencia de fructanos y otras fracciones solubles en A. salmiana que son

prontamente disponibles para hidrélisis y metabolismo microbiano, por lo que la
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pérdida rapida de azucares detectada es esperable en este material vegetal, segun
Robles-Arias et al. (2024).

pH

Los resultados obtenidos en el ensilado de A. salmiana demuestran que la
inoculacién con el Tratamiento 1 (CM4) optimiza significativamente la cinética de
fermentacién en comparaciéon con los controles, con una disminucion total del
20.64% al finalizar el proceso (720 h), mientras que el control positivo muestra una

disminucion total de 17.5% vy el control negativo 12.13%.

La mayor reduccién de pH observada en el tratamiento 1 sugiere una mejor
capacidad de acidificacion, lo cual es crucial para la preservacion y calidad del
mismo (grafico 5). En la tabla 11 se muestran los valores de pH registrados a lo
largo de un periodo de 720 horas para los distintos tratamientos de ensilado de A.

salmiana.

Tabla 11

pH en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 5.113+0.125 5.257 + 0.005 5.343 + 0.005
32 5.097 + 0.015 4.793 + 0.051 4.537 £ 0.015
72 5.013 £ 0.077 4.667 £ 0.015 4.380 £ 0.010
168 4.610 £ 0.020 4.530 £ 0.030 4.330 £ 0.026
720 4.493 + 0.058 4.337 £ 0.032 4.240 £ 0.010

Nota. Valores de pH en control negativo, control positivo (Biosile) y tratamiento 1 (CM4) a lo largo de

720 horas de ensilado. Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).
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Los datos de pH fueron sometidos al analisis estadistico ANOVA lineal (Tabla 27 en
anexo), en el cual se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05), tanto en tiempo como en tratamiento. Se realizé un analisis post hoc (HSD)
(Tabla 29 en anexos), el cual establecié que los tres grupos de estudio tienen

diferencias entre si, ya que el valor de pH difiere en cada grupo experimental.

pH en ensilado de A. salmiana
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Grafico 5: Dinamica de pH a lo largo de 720 horas de ensilado de A. salmiana, en los distintos

tratamientos. Los datos se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).

Los resultados contrastan con los publicados por Pinos-Rodriguez et al., en 2008
quienes registraron valores de pH de 3.58 durante la fermentacion espontanea a las
720 h de ensilado de A. salmiana, sin ningun tipo de aditivo; mientras que otros
investigadores como Alcantar-Morales et al., han registrado un pH de 3.6 en el

mismo tipo de ensilado en condiciones espontaneas. En la presente investigacion,
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el pH del ensilado espontaneo (control) resulté en 4.49, lo que puede sugerir
diferencias en condiciones iniciales y de manejo (humedad inicial, contenido de
materia seca, compactacion, variacion estacional de la microbiota epifita y
metodologia analitica) en los distintos experimentos, que pueden explicar la menor

acidificacion espontanea en el control de esta investigacion.

Sin embargo, una mejor de reduccion fue mostrada por los otros grupos
experimentales de la investigacion, los ensilados con aditivos BAL, especialmente
en el de la cepa nativa (CM4) registra un pH final de 4.24, mientras que el control
positivo muestra un valor final de 4.37. En estudios de Muck et al., en 2018,
mencionan que la inoculacion con cepas de BAL homofermentativas redujo el pH
de los ensilajes en pastos templados y tropicales y en alfalfa y otras leguminosas,
pero no en maiz, sorgo y cafia de azucar. Lo cual resulta de utilidad, ya que en el
ensilado de A. salmiana, la cepa nativa CM4, muestra resultados favorecedores
sobre los otros grupos, lo cual es una ventaja competitiva al encontrarse en su

medio natural.

Por otro lado, en la investigacion de Macédo et al., en 2019, mencionan que, en
ensilajes mas humedos, el pH puede rondar los 4,0, ya que este rango proporciona
las condiciones ideales para el crecimiento de Lactobacillus spp. principalmente. Lo
cual es un parametro ideal para los resultados obtenidos en esta investigacion, que
rondan entre los 4.49 y 4.24 al final del proceso de fermentacion. Enlazando estos
resultados de pH con los de MS obtenidos (25%), y con los criterios que propone
Macédo et al. (2019) para calificar la fermentacion del ensilado, podemos inquirir
que el proceso se aleja de los umbrales de inestabilidad (pH > 4.8 para MS < 20%).
Estos valores sugieren que la concentracion de azucares fue suficiente para permitir
una caida del pH capaz de estabilizar el material, asegurando la preservacion de la
materia organica y minimizando riesgos de degradacién proteica o crecimiento

clostridial.
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L-lactato

En la tabla 12 se muestran los datos obtenidos de la medicidon de L-lactato de los

distintos grupos a lo largo de 720 h de ensilado.

Tabla 12

L-lactato en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 0.047 + 0.089 0.317 £0.179 4612+1.182

32 40.721 £ 5.581 61.844 + 12.154 96.077 + 31.424

72 40.100 £+ 8.234 67.768 £ 5.169 102.616 £ 2.748

168 66.651 + 13.832 89.113 £ 5.188 124.344 + 8.791

720 108.947 + 19.107 111.047 + 14.917 128.183 £ 20.409

Nota. Valores de L-lactato expresados en g/kg MS. Los datos se presentan como la media £ desviacion

estandar (n=3).

El perfil cinético del acido L-lactato revelé una produccién vigorosa y sostenida de
este metabolito en todos los tratamientos evaluados, partiendo de concentraciones
basales minimas hasta alcanzar su maximo a las 720 horas de fermentacion. En el
control negativo y el control positivo (Biosile), los valores incrementaron de 0.05 a
108.95 g/kg MS y de 0.32 a 111.05 g/kg MS, respectivamente. No obstante, el
tratamiento 1 (CM4) destacéd significativamente al presentar una concentracion
inicial superior (4.61 g/kg MS) y finalizar con la acumulacion mas alta registrada
(128.18 g/kg MS). Estos resultados evidencian una activacion temprana del
metabolismo lactico, particularmente eficiente en el in6culo CM4, el cual mantuvo
una capacidad de sintesis superior durante todo el periodo experimental. Esta
acumulacién cuantitativa de lactato es un indicador directo de la dominancia de las
bacterias acido lacticas inoculadas y de una preservacion energética optima del
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sustrato de agave. En el grafico 6 se puede observar que el punto maximo de
acumulacién de lactato es al final del ensilado en el caso de los tres grupos

experimentales.

Se llevo a cabo un analisis estadistico de varianza lineal (ANOVA) Tabla 30 (anexo),
esto con el objetivo de evaluar posibles diferencias entre los grupos experimentales
(p<0.05), mediante una prueba de post hoc de Tukey (HSD) (Tabla 32 en anexos),
se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos, esto indica que
todos los grupos experimentales muestran diferencias entre si (Agrupacion Tukey:
CM4 =A; Biosile = B; Control =C).

El uso de aditivos microbioldgicos, es eficiente a la hora de aumentar la cantidad de

lactato producido en el proceso de ensilaje en comparacidén con que no se afiadiera.

L-lactato en ensilado de A. salmiana
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Grafico 6: Acumulacion de L-lactato durante de 720 horas de ensilado de A. salmiana. Los datos se

presentan como la media * desviacién estandar (n=3).
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La magnitud y la rapidez de la produccion de L-lactato son coherentes con informes
previos de Gallardo-Martinez et al., en 2023 que documentan la capacidad de
bacterias epifitas de Agave para transformar fructanos y otros carbohidratos
solubles en acido lactico con alta eficiencia; cepas aisladas de Agave salmiana han
mostrado la capacidad de convertir mas del 70% de soluciones de fructanos en
acido lactico con escasos subproductos, lo que explica la elevada acumulacion de

lactato observada especialmente en el tratamiento con la cepa nativa CM4.

La superioridad del tratamiento 1 con la cepa CM4 en la acumulacién de L-lactato
puede explicarse por su adaptacién epifita al sustrato rico en fructanos y por
caracteristicas funcionales (actividad fructolitica, rutas homofermentativas,
formacion de biopeliculas que favorecen colonizacion y metabolismo eficiente)
estas mismas caracteristicas son observadas en aislamientos de microorganismos
epifitos de Agave; trabajos recientes muestran que cepas de Lacticaseibacillus y
Enterococcus aisladas de Agave utilizan fructanos eficazmente y pueden producir
polisacaridos extracelulares y biofilms que potencian la fermentacion dirigida de
estos sustratos, lo que respaldaria el desempeno superior de una cepa nativa en su
medio natural (Martha-Lucero et al., 2023; Gallardo-Martinez et al., 2023).

En los experimentos se obtuvieron datos de 108.947 g/kg de MS de L-lactato para
el ensilado con fermentacién espontanea (Control negativo) de A. salmiana,
mientras que en el ensilado con aditivo comercial (Biosile) se obtuvo al final del
ensilado 111.047 g/kg de MS y en el ensilado con aditivo nativo (CM4) se muestra
con un resultado de 128.183 g/kg de MS de L-lactato. En resultados de Pinos-
Rodriguez et al., obtuvieron datos de 138 g/kg de MS de lactato en el ensilado de
A. salmiana sin ningun tipo de aditivos al cabo de 720 h de ensilado, sin embargo,
esta medicion es de ambos isdémeros de lactato (L-lactato y D-lactato) lo que sugiere
un panorama aceptable en estos resultados. En investigacion reciente de Alcantar-
Morales et al., evaluaron una fermentacion espontanea de A. salmiana sin cepas
iniciadoras, al dia treinta, obtuvieron alrededor de 85 g/kg de MS de lactato, ellos
sugieren y respaldan el uso de la microbiota epifita (silvestre) para el ensilado de

agave sin inoculacion con cepas iniciadoras. Sin embargo, este trabajo de
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investigacion comprueba la eficiencia del uso de cepas iniciadoras en el ensilado de
A. salmiana, especialmente el uso de cepas provenientes de la misma planta, para
aumentar la produccion de lactato al final del ensilado y por ende mejorar la calidad

y preservar el material vegetal en éptimas condiciones.

Saponinas

Los resultados se muestran en la tabla 13 e indican que, aunque todos los
tratamientos mostraron una disminucion en las saponinas a lo largo del tiempo, el
grupo de control negativo (sin aditivo), tuvo una disminucion del contenido de
saponinas del 5.01%, pasando de 18.026 a 17.123 g/kg MS, por otro lado, el control
positivo (Biosile), mostré una disminucion del 25.06%, yendo del 21.175 a 15.868
g/kg MS, mientras que el ensilado al que se le adicion¢ el aditivo CM4, disminuyo
34.453% de saponinas de 0 a 720 horas, esto porque pasé de 22.399 a 14.682 g/kg
MS. Esto demuestra una clara diferencia entre los distintos tratamientos, ya que el

tratamiento 1 (CM4) presento la mayor reduccién de saponinas al final del ensilado.

Tabla 13

Concentracion de saponinas en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 18.026 + 2.58 21.175+ 3.71 22.399 £ 2.479
32 17.867 + 1.48 19.461 £ 2.74 20.957 £ 0.622
72 17.667 £ 2.14 16.325 £ 1.59 16.277 £ 2.616
168 16.257 £ 1.78 16.548 £ 1.95 16.746 £ 1.153
720 17.123 £ 4.27 15.868 £+ 0.93 14.682 + 0.108

Nota. Valores de saponinas expresados en g/kg MS. Los datos se presentan como la media + desviacion

estandar (n=3).
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Esto sugiere que este tratamiento (CM4) podria ser mas efectivo en la degradacion
de saponinas en el ensilado de A. salmiana. Sin embargo, al someter los datos al
analisis estadistico de ANOVA, tabla 33 (anexo) no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (p>0.05), se realiz6 una prueba de post hoc de
Tukey (HSD) (Tabla 35 en anexos), en la que claramente no se identificaron

diferencias significativas entre los tratamientos.

Saponinas en ensilado de A. salmiana

24

23 |

22
AN
S 21
250 F\I
< 20
= 19 ——C-
©
E 18 1 % C+ (Biosile)
(@]
o . -~ T1 (CM4)
Y 16 :l: ]

15 | 1

14 |

0 100 200 300 400 500 600 700 800

Tiempo (h)

Grafico 7: Concentracion de saponinas durante de 720 horas de ensilado de A. salmiana. Los datos

se presentan como la media + desviacion estandar (n=3).

La magnitud de Ila disminucion de saponinas en este experimento
(aproximadamente 5-34% desde 0 h hasta 720 h segun el tratamiento) es
consistente con observaciones previas en microensilados de A. salmiana y en
trabajos de caracterizacion de saponinas de Agave, que reportan reducciones
lineales de saponinas durante la fermentacion y una relacion inversa entre duracion
del ensilado y contenido medible de saponinas. Pinos-Rodriguez et al., en 2008

describieron disminuciones lineales de saponinas asociadas al avance de la
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fermentacién en hojas de A. salmiana y relacionaron estas pérdidas con el
incremento de acido lactico y la evolucion microbiana, lo que respalda que la
actividad fermentativa es un factor clave en la remocion o transformacion de estas

moléculas durante el ensilado.

Alternativamente, parte de la disminucidon observada podria responder a
redistribuciéon fisico-quimica en el ensilado (retencion en fracciones solidas no
extraidas con el método empleado) o a pérdida por lixiviados durante el manejo; por
ello, la comparacion entre tratamientos indica que la cepa CM4 no sélo favorece
procesos fermentativos (mayor produccién de lactato y mayor acidificacion segun
los datos obtenidos) sino que también podria potenciar la biotransformacion de
saponinas mediante rutas enzimaticas especificas presentes en cepas nativas,
hipétesis que han sido sugeridas en trabajos de aislamiento y estudio funcional de
saponinas y microbios asociados a Agave segun datos de investigaciones de

Alcantar-Morales et al., en 2024.

Oxalatos

Los resultados de Oxalatos se muestran en la tabla 14 y en el grafico 8, estos
muestran que existe una disminucion de este antinutriente a lo largo del proceso en
el control negativo y el control positivo (Biosile), mientras que el tratamiento 1 se

vuelve superior que al inicio.
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Tabla 14

Oxalatos en ensilado de A. salmiana.

Tiempo (h) Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
0 68.503 £ 20.37 64.295 + 16.80 64.312 £ 21.44

32 50.935 + 5.77 48.736 + 4.24 48.356 + 9.88

72 44.497 £ 14.78 51.514 £ 1.67 54.791 £ 9.94

168 45.695 + 0.84 52.803 + 19.53 67.572 £ 16.20

720 45.366 + 16.05 35.893 + 3.46 74.490 £ 26.43

Nota. Valores de oxalatos expresados en g/kg MS. Los datos se presentan como la media + desviacion

estandar (n=3).

Al contrastar los tratamientos, se observa que la reduccion de oxalatos no depende
de la intensidad de la fermentacion acida, sino de la especificidad del inéculo.
Mientras que el tratamiento 1 (CM4) fue el mas eficiente en la caida de pH y
consumo de azucares, esta misma eficiencia provocd un incremento relativo de
oxalatos (74.49 g/kg MS) al final del proceso. Este fendmeno se fundamenta en lo
descrito por McDonald et al., (1991), quienes explican que la degradacion rapida de
la fraccion soluble reduce la masa total del ensilado, provocando una concentraciéon

de los componentes minerales no fermentables.

Por el contrario, el Control Positivo (Biosile) logré la menor concentracién final de
este antinutriente (35.89 g/kg MS), lo que puede sugerir que su formulacion
comercial posee una capacidad enzimatica especifica para degradar sales de
oxalato que el inéculo CM4 no presenta, de acuerdo con investigaciones de Castillo
Arteaga et al., (2016). Aunque el tratamiento 1 es superior para conservar la energia
del ensilado, el control positivo resulta mas efectivo para reducir riesgos de toxicidad
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mineral, un factor que Pinos-Rodriguez et al. (2008) sefialan como decisivo cuando

el agave constituye la base principal de la dieta animal.

Oxalatos en ensilado de A. salmiana
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Grafico 8: Oxalatos durante de 720 horas de ensilado de A. salmiana. Los datos se presentan como

la media £ desviacion estandar (n=3).

Se llevé a cabo un analisis estadistico de varianza lineal (ANOVA) Tabla 36 (anexo),
esto con el objetivo de evaluar posibles diferencias entre los grupos experimentales
(p>0.05), y en complementario con una prueba de post hoc de Tukey (HSD) (Tabla
38 en anexos), no se identificaron diferencias significativas entre los tratamientos.
Y aunque numéricamente el tratamiento 1 (CM4) presenta una mayor cantidad de
oxalato final, la variabilidad entre réplicas y su valor de p, impiden declarar esa

diferencia como estadisticamente significativa con el umbral convencional.

En 2021, Rahman et al., ensilaron pasto Napier enano por 90 dias, la finalidad de
este estudio fue evaluar los efectos de la duracion del ensilado sobre las
caracteristicas de fermentacion, la composicion nutricional y el contenido de
oxalato. Los contenidos de oxalato soluble, insoluble y total en el ensilado
disminuyeron a medida que aumentaba la duracion del ensilado. Lo mismo sucede
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en el ensilado de A. salmiana con y sin aditivo microbiologico, sin embargo, existe
una clara diferencia entre los valores finales de cada grupo de estudio, mostrando
mejores resultados para el control positivo (Biosile) que contiene aditivo comercial
de BAL.

Alcantar-Morales et al., en 2024 documentan dinamicas intensas de fermentacion
en pulpa de A. salmiana con picos de lactato y cambios microbianos durante las
primeras semanas, y discuten pérdida de compuestos solubles y redistribucién de
metabolitos durante el ensilado; estos procesos apoyan la posibilidad de que los
oxalatos libres varien por liberacion o pérdida en funcién de la cinética fermentativa

y la generacion de jugos.

Conclusiones

Durante 30 dias, los datos del estudio mostraron que la adicion de aditivos
microbiolégicos (nativo y comercial) para el ensilado de A. salmiana puede mejorar

significativamente la calidad de la fermentacion.

CM4 (Lactobacillus pantheris), la cepa nativa, demostré ventaja funcional y
competente en esta investigacion, al promover la mayor produccién de L-lactato
(16.5% mejor que los controles) (p < 0.05), una acidificacién mas rapida (70.5%
mejor que el control negativo y 17.9% mejor que el control positivo de Biosile), una
reduccion mas marcada de saponinas (38%) y una reduccion mas alta de materia
seca (5% mejor que el control negativo), caracteristicas que lo posicionan como el
tratamiento mas prometedor para mejorar la conservacion y calidad del perfil
microbioldgico y fisicoquimico del ensilado de Agave salmiana. No obstante, dada
la heterogeneidad observada en algunas variables (oxalatos) y limitaciones
metodologicas, se recomienda complementar estos hallazgos con la validez
experimental de los analisis propuestos antes de hacer recomendaciones de
manejo a gran escala. Este estudio proporciona nuevos conocimientos sobre la
adicién de BAL al ensilado de A. salmiana y sobre todo la exploracion de aditivos
microbiologicos nativos en el proceso, como una opcion biotecnoldgica viable y una

promesa de la agricultura sostenible.
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Resumen de datos

En esta secciéon se presenta un compendio de los resultados finales de los
parametros evaluados en el ensilado de Agave salmiana para los tres tratamientos:
control negativo, control positivo (Biosile) y tratamiento 1 (CM4). En la tabla 15, se
detallan los valores promedio, errores estandar y las comparaciones de medias

utilizando la prueba de Tukey (p < 0.05).

Tabla 15

Resumen analisis estadisticos

Parametro Control negativo Control + (Biosile) Tratamiento 1 (CM4)
Pérdida de materia
o 5.5+ 0.608B 6 +0.51378 5.53 £ 0.296*
organica por CO2(g)
Materia Seca (%) 25.15 + 1.5254 25.33 £0.4088 25.13 £0.0928
Azucares reductores
2.207 +0.4868 3.728 £+ 0.8398 7.532 £ 2.5797
(mg/g MS)
pH 4.493 £ 0. 034~ 4.337 £0.0198 4.240 + 0.006°¢

L- lactato (g/kg MS) 108.947 + 19.107°¢ 111.047 £ 14.9178 128.183 + 20.4094

Saponinas

17.123 £ 4.274A 15.868 + 0.930% 14.682 + 0.108»
(g/kg MS)
Oxalatos (g/kg MS) 45.366 + 16.0554 35.893 + 3.4604 74.490 + 26.437A

Nota. Los datos se presentan como la media + desviacién estandar (n=3) y comparacion por fila de

medias con parejas de Tukey (p < 0.05)
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Estos resultados indican que el uso de aditivos especificos como CM4 puede
mejorar significativamente ciertos parametros de calidad en el ensilado de A.

salmiana, especialmente en términos de pH y producciéon de acido lactico.

Anexos

Preparacion de Buffer de fosfatos (PBS)

Para preparar 100 ml de solucioén final:
9.32 ml de Na2HPO4 al 14.2%

0.68 ml de NaH2PO4 al 12%

Aforar a 100 ml con agua purificada y esterilizar
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Analisis estadisticos

Reactivacion de la cepa CM4

Tabla 16
Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valorp

Muestra 2 0.09040 0.045200 7.66 0.007

Error 12 0.07077  0.005898
Total 14 0.16117
Tabla 17

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Muestra N Media Agrupacioén

C 5 498071 A
A 5 4.89019 A B
B 5 4.79063 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Pérdida de materia organica por CO2

Tabla 18

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp

Tiempo 1 145.067 145.067 8.74 0.010

Tratamiento 2 141.641 70.821 4.27 0.036

Error 14 232.348 16.596
Falta de ajuste 2 0.234 0.117 0.01 0.994
Error puro 12 232.113 19.343
Total 17 519.056
Tabla 19

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
(ajustado) (pred)

S R-cuad

4.07385 55.24% 45.64% 26.00%
Tabla 20

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media Agrupacién

3 6 139.167 A
2 6 138.433 A B
1 6 132.883 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

119



Materia seca

Tabla 21

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tiempo (h) 4 111.32 27.831 8.5 0.000
Tratamiento 2 32.85 16.427 5.02 0.012

Error 38 124.45 3.275
Falta de ajuste 8  38.13 4.766 1.66 0.151
Error puro 30 86.32 2.877

Total 44  268.62

Tabla 22

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad
(ajustado) (pred)

0.142370 53.67% 46.36% 35.03%
Tabla 23

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media Agrupacion

1 15 27.6008 A
2 15 25.9203 B
3 15 25.6801 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Azucares reductores

Tabla 24

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo (h) 4 18255.1 4563.78 145.98 0.000
Tratamiento 2 3489 174.46 5.58 0.007

Error 38 1188.0 31.26
Falta de ajuste 8  521.9 65.23 2.94 0.015
Error puro 30 666.1 22.20

Total 44 19792.0

Tabla 25

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad.
(ajustado) (pred)

0.0001800 94.00% 93.05% 91.58%

Tabla 26

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media Agrupacion
3 15 0.0009325 A

2 15 0.0007803 B

1 15 0.0007625 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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pH

Tabla 27

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tiempo (h) 4 41574 1.0393 51.28  0.000
Tratamiento 2 0.67201 0.3360 16.58 0.000

Error 38 0.7702 0.02027
Falta de ajuste 8  0.7067 0.0883 41.76  0.000
Error puro 30 0.0634 0.00212

Total 44 559968

Tabla 28
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.

S R-cuad.
(ajustado) (pred)

0.142370 86.25% 84.07% 80.71%

Tabla 29

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media Agrupacion
1 15 4.86533 A

2 15 4.71667 B

3 15 4.56600 Cc

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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L-lactato

Tabla 30

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

N

Tiempo (h) 66161 16540.3 67.62 0.000

Tratamiento 2 12196 6097.9 24.93 0.000

Error 38 9296 2446
Falta de ajuste 8 4156 519.6 3.03 0.013
Error puro 30 5139 171.3
Total 44 87653
Tabla 31

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad.
(ajustado) (pred)

0.403001 89.39% 87.72% 85.13%

Tabla 32

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media  Agrupacién

3 15 91.1665 A
2 15 66.0178 B
1 15 51.2931 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Saponinas

Tabla 33

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valorp
Tiempo (h) 4 148.507  37.127 6.74 0.000
Tratamiento 2 5.149 2.574 0.47 0.630

Error 38 209.304 5.508
Falta de ajuste 8  52.755 6.594 1.26 0.299
Error puro 30 156.549 5.218

Total 44  362.960

Tabla 34
Resumen del modelo
s R-cuad. R-cuad. R-cuad.
(ajustado) (pred)
42.7873 42.33% 33.23% 19.13%

Tabla 35

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media  Agrupacién

1 15 477.734 A
3 15 468.425 A
2 15 463.043 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

124



Oxalatos

Tabla 36

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tiempo (h) 4 1597 399.2 1.76 0.158
Tratamiento 2 1229 614.3 2.70 0.080

Error 38 8640 227.4
Falta de ajuste 8 2159 269.9 1.25 0.306
Error puro 30 6481 216.0

Total 44 11465

Tabla 37

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad
(ajustado) (pred)

0.403001 24.64% 12.75% 0.00%
Tabla 38

Comparaciones por parejas de Tukey: tratamientos (confianza de 95%)

Tratamiento N Media Agrupacion

3 15 61.9041 A
2 15 50.9991 A
1 15 50.6482 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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