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Resumen: La inclusibn de leguminosas en mezclas ensiladas aporta
beneficios nutricionales, pero plantea un reto fermentativo por la alta
capacidad tampon de la alfalfa y su bajo contenido de azlcares solubles. Se
emple6 un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos: T1 (100%
maiz), T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa) y T4 (15% alfalfa), con cinco
repeticiones. Los ensilajes se almacenaron durante 30 dias. Se evaluaron
aerobios mesdfilos, mohos y levaduras, asi como BAL iniciales y durante la
cinética de fermentacién. Ademas, se aplicaron pruebas bioquimicas
(catalasa, amilasa, ureasa y tinciébn de Gram) y se cuantificaron metabolitos
incluyendo acido acético y etanol. Los resultados mostraron que los aerobios
mesofilos alcanzaron 1,260 UFC/g en T4, mientras que mohos y levaduras
llegaron 418.6 UFC/g en el mismo tratamiento. Las BAL iniciales fueron
mayores en T1 (497.4 UFC/g). El acido acético alcanzé 5.10 g/L en T3,
mientras que el etanol fue maximo en T2 (2.10 g/L). La cinética presento el
pico en T2, con 7.11%x10% UFC/mL a las 32 h, con fases logaritmicas mas
prolongadas a menores inclusiones de alfalfa; mientras que T4 mostr6 menor
estabilidad fermentativa, probablemente por su capacidad tampén. En
conjunto, incluir alfalfa hasta un 10% favorece BAL y la acidificacion sin
comprometer la estabilidad microbiologica, aportando criterios para optimizar
ensilajes mixtos para rumiantes y sostenibilidad de los sistemas forrajeros.

Palabras clave: Bacterias acido-lacticas; ensilaje mixto; fermentacion
anaerodbica; maiz; alfalfa; estabilidad microbiol6gica; acido lactico
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Abstract: The inclusion of legumes in silage mixtures provides nutritional
benefits but presents a fermentation challenge due to alfalfa's high buffering
capacity and low soluble sugar content. A completely randomized design with
four treatments was used: T1 (100% corn), T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa),
and T4 (15% alfalfa), with five replicates. The silages were stored for 30 days.
Mesophilic aerobes, molds, and yeasts were evaluated, as well as initial and
fermentation kinetics LAB. Biochemical tests (catalase, amylase, urease, and
Gram staining) were also performed, and metabolites, including acetic acid
and ethanol, were quantified. The results showed that mesophilic aerobes
reached 1,260 CFU/g in T4, while molds and yeasts reached 418.6 CFU/g in
the same treatment. Initial lactic acid bacteria (LAB) levels were highestin T1
(497.4 CFU/q). Acetic acid reached 5.10 g/L in T3, while ethanol was highest
in T2 (2.10 g/L). Fermentation kinetics peaked in T2, with 7.11 x 108 CFU/mL
at 32 h, exhibiting longer logarithmic phases at lower alfalfa inclusions. T4
showed lower fermentative stability, likely due to its buffering capacity.
Overall, including alfalfa up to 10% promotes LAB and acidification without
compromising microbiological stability, providing criteria for optimizing mixed
silages for ruminants and the sustainability of forage systems.

Keywords: Lactic acid bacteria; mixed silage; anaerobic fermentation;

maize; alfalfa; microbiological stability; lactic acid

1. Introduccidén

El ensilaje de maiz (Zea mays) se ha consolidado como una de las alternativas mas utilizadas
para la conservacion de forrajes en sistemas de produccion de rumiantes, debido a su alto
rendimiento, elevada disponibilidad de carbohidratos solubles y adecuada digestibilidad,
caracteristicas que favorecen una fermentacion eficiente y la obtencion de silos de buena calidad
(Shah et al., 2025; Tuovinen et al., 2025). No obstante, la necesidad de optimizar el perfil
nutricional de las dietas, especialmente en términos de proteina y balance de nutrientes, ha
impulsado el interés por el uso de ensilajes mixtos que incorporen leguminosas como la alfalfa
(Medicago sativa), reconocida por su alto contenido proteico y su aporte de minerales, lo cual
puede mejorar el desempefio productivo y el aprovechamiento del forraje en rumiantes (Niyigena
et al., 2024).

A pesar de sus ventajas nutricionales, la alfalfa presenta limitaciones tecnolégicas relevantes
para el proceso de ensilaje. Su menor concentracion de azucares fermentables y su alta
capacidad tampon pueden retrasar la disminucion del pH durante las primeras etapas de
fermentacion, favoreciendo el crecimiento de microorganismos indeseables y comprometiendo
la estabilidad aerdbica del silo (Silva et al., 2025). En este contexto, las bacterias acido lacticas
(BAL) desempeiian un rol determinante al transformar los carbohidratos solubles en acido lactico
y otros metabolitos, promoviendo la acidificacién del medio y la estabilizacién anaerdbica del
ensilaje (Okoye et al., 2023). La dinamica poblacional de las BAL, asi como la evolucion de
comunidades microbianas como aerobios mesofilos, mohos y levaduras, esta influenciada por el
sustrato disponible y por la proporcién de leguminosa incluida en la mezcla (Yan et al., 2022).

Diversos estudios han sefalado que la inclusion moderada de leguminosas puede favorecer el
valor nutritivo del ensilaje; sin embargo, sus efectos sobre la cinética fermentativa y la estabilidad
microbiolégica no son consistentes, debido a variaciones en el nivel de inclusion, las condiciones
de ensilado y la composicion inicial del forraje (Li et al., 2023). En particular, existe informacion
limitada sobre cémo niveles crecientes de alfalfa entre 5% y 15% modifican la dinamica temprana
de BAL durante las primeras 48 horas, fase critica en la que se define la velocidad de acidificacion
y la dominancia microbiana del proceso fermentativo (Liu et al., 2018).

Por ultimo, el presente estudio tiene como objetivo caracterizar el microbiota de ensilajes de maiz
con inclusiones crecientes de alfalfa (5, 10, 15%), con énfasis en la dinamica poblacional de las
bacterias &cido lacticas durante las primeras etapas de fermentacidon y su relacion con la
produccion de metabolitos claves como acido acético y etanol. Los resultados aportaran
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informacion valiosa para optimizar las estrategias de conservacion de forrajes, reduciendo
pérdidas, mejorando la calidad nutritiva y contribuyendo a la sostenibilidad de los sistemas
ganaderos

2. Materiales y Métodos
Lugar de investigacion

La investigacion se desarrollé en el Campus "La Maria”, en el Laboratorio de Biologia y
Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo en la provincia de Los Rios, Cantén
Mocache, Ecuador.

Manejo especifico del experimento

El maiz forrajero se obtuvo de una parcela establecida en el Campus Experimental “La Maria”.
Se realiz6 un corte de igualacién a los 85 dias, no se realizé fertilizacion ni riego. La Alfalfa se
obtuvo del mercado del cantdon Quevedo, provincia de Los Rios.

Se prepararon cuatro silos de maiz forrajero por tratamiento con inclusiones de alfalfa: Para ello,
se emplearon 20 silos experimentales (con cinco réplicas por tratamiento), cada uno con una
capacidad de almacenamiento de 40 kg. El forraje se cosecho en su punto éptimo de madurez a
los 85 dias. Tanto el maiz forrajero como la alfalfa se picaron a un tamafo de particula
aproximado de 2 cm, utilizando una picadora de pasto (Trapp® ES 400, Brasil), por ultimo, se
ensilo utilizando una maquina ensiladora (Silopack J402). Los silos se sellaron herméticamente
y fueron almacenados a temperatura ambiente (26 + 0,6 °C), evitando la exposicion directa a la
radiacion solar. Los silos se abrieron después de 30 dias de almacenamiento.

En este estudio no se utilizé6 animales. Todas las muestras se manipularon bajo condiciones
estériles para prevenir contaminaciones cruzadas y asegurar la repetibilidad de los resultados.

Tratamientos evaluados

Los datos fueron registrados y tabulados utilizando hojas de Excel para su correcta organizacion
y procesamiento. Posteriormente, el analisis estadistico se llevé a cabo mediante el software
SAS, permitiendo evaluar la variabilidad de los resultados. Para determinar las diferencias
significativas entre las medias, se aplico la prueba de rangos multiples de Tukey, los resultados
se presentan en la Tabla 1

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos

Tratamientos Descripcion del tratamiento Repeticiones
T1 100% ensilaje de maiz 5
T2 95% ensilaje de maiz + 5% Alfalfa 5
T3 90% ensilaje de maiz + 10% Alfalfa 5
T4 85% ensilaje de maiz + 15% Alfalfa 5

Variables evaluadas
Aislamiento y recuento de colonias

Inicialmente, se pes6 1,0 g de cada muestra de ensilaje, la cual fue colocada en un mortero
estéril, afadiendo 90 mL de agua destilada. Las muestras fueron trituradas manualmente hasta
lograr una suspension homogénea. Posteriormente, se prepard una dilucion seriada 1074,
transfiriendo 100 yL de la suspension macerada a un tubo de microcentrifuga que contenia
previamente 900 uL de agua destilada estéril, logrando un volumen final de 1 ml.
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Siguiendo la metodologia descrita por De MAN et al., (1960), se elaboraron tres tipos de medios
de cultivo: uno especifico para bacterias acido lacticas, otro para aerobios mesofilos, y un tercero
para mohos y levaduras. Cada medio fue preparado en matraces de 1000 mL hasta un volumen
final de 600 mL. La esterilizacion se efectué mediante autoclave a 121°C durante 40 minutos.

Simultaneamente, se esterilizaron 120 placas Petri vacias. Posteriormente, bajo condiciones de
flujo laminar, se expusieron las placas, micropipetas, puntas estériles, asas de siembra de vidrio
y un mechero de seguridad a radiacioén ultravioleta (UV) durante 15 minutos. Posteriormente, se
distribuy6 en las 120 placas el agar correspondiente, una vez solidificados los medios de cultivo
en las placas, se realizd una segunda exposicion UV de 15 minutos para garantizar la esterilidad
superficial.

De acuerdo con el procedimiento descrito por Miles y Misra (1938), en condiciones de asepsia,
se inocularon 10 yL de la dilucién seriada 107 sobre la superficie de cada placa, utilizando
micropipetas y distribuyendo de forma homogénea con un asa de siembra estéril. Se sembraron
40 placas para cada tipo de medio.Las placas sembradas fueron cubiertas individualmente en
fundas de polietileno (polifan) para evitar la contaminacion cruzada y se incubaron a 28°C + 2°C
durante 24 horas en estufa microbioldgica.

Transcurrido el periodo de incubacién, se procedié a la enumeracion de las unidades formadoras
de colonias (UFC) mediante un contador de colonias digital. Los resultados obtenidos se
expresaron como UFC por gramo de muestra, considerando el factor de dilucién empleado.

Caracterizaciéon microscopica apoyada en analisis bioquimicos

A partir de las placas de cultivo, se seleccionaron 24 placas de referencia, eligiéndose dos
colonias morfolégicamente representativas por placa, obteniendo un total de 48 cepas para
realizar las pruebas bioquimicas.

Tincion de Gram

Siguiendo el procedimiento propuesto por Has Paray et al., (2023), se procedio a caracterizar
cada colonia mediante tincién de Gram. Para ello, se realiz6 un frotis a cada colonia previamente
identificada, depositando en un portaobjeto, utilizando una pequefa cantidad de cada colonia
homogeneizada en agua destilada estéril. Los frotis fueron fijados por flameado suave y tefidos
secuencialmente con cristal violeta (30 s), yodogram (30 s), alcohol cetona (30 s) y safranina (40
s), con enjuagues intermedios de agua corriente entre cada reactivo.

Finalmente, la observacion se realizé utilizando un microscopio con objetivo de inmersion (100X),
permitiendo distinguir bacterias Gram positivas (coloracion azul/violeta) de Gram negativas
(rosado/rojo).

Prueba de Catalasa

Para evaluar la actividad catalasa, se colocé una pequefa cantidad de la colonia en un
portaobjetos, luego se anadié6 una gota de agua oxigenada y se observd la reaccion. La
produccion inmediata de burbujas gaseosas se interpreté como prueba positiva, mientras que su
ausencia como prueba negativa, siguiendo lo establecido por Mahmoud et al.,(2024).

Prueba de Ureasa

La prueba de ureasa se realiz6 utilizando un medio compuesto por agar (7,5 g), cloruro de sodio
(5 g), dextrosa (1 g), fosfato dipotasico (20 g), peptona especial (1 g), urea (10 g) y rojo de metil
como indicador, todo diluido en 1000 mL de agua destilada, siguiendo el protocolo clasico
descrito por Christensen (1946). La mezcla fue esterilizada a 121 °C en autoclave y, aun tibia, se
distribuy6 en 48 tubos de ensayo estériles bajo condiciones asépticas, de acuerdo con el
protocolo descrito por Christensen (1946).

Para la inoculacion, se prepard una suspension bacteriana en microcentrifugas con 10 pL de
agua destilada y una pequefia porcién de cada colonia seleccionada. Esta suspensién se
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transfirio a los tubos con el medio solidificado. Los tubos fueron incubados a 28 °C + 2 °C durante
48 horas.

Inicialmente, el medio presentaba un color rojo intenso, caracteristico de un ambiente acido o
neutro. Sin embargo, cuando la ureasa estuvo activa, la hidrélisis de la urea liberé amoniaco,
elevando el pH y provocando que el indicador cambiara su color a amarillo. Por consiguiente, un
cambio a amairillo se interpreté como un resultado positivo para la actividad ureasica, mientras
que la ausencia de cambio, manteniendo el color rojo intenso, indicd un resultado negativo,
reflejando la falta de dicha actividad en la muestra analizada.

Prueba de Amilasa

La prueba de actividad amilasica se realizé siguiendo la metodologia clasica desarrollada por
Huggins y Russell (1948), la cual fue adaptada para este estudio. Para ello, se preparé un medio
de cultivo compuesto por almidén (10 g), peptona especial (5 g), extracto de levadura (3 g), agar
(15 g) y bromofenol como indicador de pH, disueltos en 1000 mL de agua destilada, obteniendo
una solucion de color verde. Esta mezcla fue esterilizada en autoclave a 121 °C y utilizada para
preparar 12 placas de agar.

Cada placa fue dividida en cuatro sectores, permitiendo la inoculacién de una colonia por seccion.
En total, se sembraron 48 colonias distribuidas en las 12 placas. Antes y después de agregar la
solucion, las placas fueron expuestas a radiacion ultravioleta (UV) para controlar la
contaminacion y asegurar condiciones estériles. Para la siembra, se utilizdé un asa plastica para
tomar cada colonia, realizando movimientos en zigzag desde la periferia hacia el centro de cada
seccion, asegurando una distribucion homogénea del inéculo.

Tras la incubacioén, la actividad amilasica se evalué observando cambios en la coloracién del
medio. Se identificaron zonas decoloradas amarillas alrededor de las colonias con actividad
enzimatica, contrastando con areas de color turquesa o azul en sectores sin actividad. La
decoloracién indica la hidrdlisis del almidon por la amilasa, mientras que las zonas tefidas indican
ausencia de dicha actividad

Determinacion de acido acético

Para la determinacion de acido acético producido por las bacterias, se emple6 un método
volumétrico de titulacién &cido-base, como lo describié Berasarte ef al., (1976). Inicialmente, las
muestras de cultivo fueron centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos para eliminar las células
y particulas solidas. El sobrenadante obtenido fue filtrado a través de un filtro de 0.22 uym para
asegurar la clarificacion de la muestra. Posteriormente, se pipetearon 25 mL de cada
sobrenadante en matraces Erlenmeyer y se adicionaron 2-3 gotas de fenolftaleina como
indicador de pH.

La titulacion se llevé a cabo agregando gota a gota una solucién de hidréxido de sodio (NaOH)
0.1 N, bajo agitacién constante, hasta observar un cambio de color estable a rosa, indicativo del
punto final de la titulacién (pH ~8.3). El volumen de NaOH consumido fue registrado para cada
muestra. Para calcular la concentracion de acido acético en las muestras, se aplico la relacion
estequiométrica entre el volumen y la normalidad de NaOH y el volumen de la muestra titulada,
ajustando posteriormente a gramos por litro considerando el peso molecular del acido acético.
Como control, se realizé la misma titulacion sobre el medio de cultivo no inoculado para corregir
la acidez basal.

Cuantificacion de alcohol

En cuanto a la cuantificacion de alcohol (etanol) producido por las bacterias, se utilizé un método
enzimatico basado en un kit comercial. De igual forma, las muestras de cultivo fueron
centrifugadas vy filtradas para obtener un sobrenadante libre de células y particulas. Siguiendo
las instrucciones del fabricante del kit, se prepararon las soluciones enzimaticas y tampones
requeridos. En cubetas para espectrofotometria se mezclaron voliumenes determinados del
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sobrenadante con los reactivos del kit, incubandose la mezcla durante el tiempo y temperatura
especificados (generalmente entre 5 y 10 minutos a temperatura ambiente o 37 °C).

La absorbancia resultante se midié a 340 nm, correspondiente a la formacién de NADH durante
la reaccion catalizada por el alcohol deshidrogenasa. Para la cuantificacion, se elaboré una curva
de calibracion con estandares de etanol de concentracion conocida, que permitio interpolar la
concentracion de etanol presente en las muestras analizadas. Se realizaron controles en blanco
y las mediciones fueron realizadas por duplicado para garantizar la precision y reproducibilidad
de los resultados, siguiendo el protocolo descrito por (lvory et al., 2021).

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de los recuentos bacterianos fueron analizados mediante estadistica
descriptiva, como medias y desviaciones estandar. Para la comparacion de los distintos
tratamientos de ensilaje y las diferencias entre los momentos de muestreo, se empled un analisis
de varianza (ADEVA). En caso de diferencias significativas, se aplicé la prueba de comparacion
de medias de Tukey (p < 0.05). Ademas, se realizd un analisis de correlacion de Pearson entre
la cantidad de bacterias acido lacticas, con el fin de determinar como estos parametros influyen
en la calidad y estabilidad del ensilaje.

3. Resultados

Reencuentro microbiano por tratamiento (T1-T4).
Numero de colonias aerobios mesofilos

Se observaron diferencias significativas entre tratamientos en los tres grupos microbianos
evaluados. Los aerobios mesofilos fueron mas altos en T4 (15% Alfalfa) con un promedio de
(~1260 UFC/g) colonias por placa, superando a T1, T2 y T3 (257, 289 y 435 UFC/g), lo que es
consistente con la mayor capacidad tampén de la alfalfa y su impacto en la estabilidad aerdbica.
1400
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NUmero de colonias

T4 T3 T2
Tratamientos

Figura 1. Recuento de aerobios mesofilos (UFC/g) con diferentes inclusiones de alfalfa: T1 (100% maiz),
T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa) y T4 (15% alfalfa). Las barras representan la media + EE (n = 5). Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de Tukey
(p < 0.05).

Numero de colonias mohos y levaduras

Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en el recuento de mohos y levaduras entre
tratamientos. El tratamiento T4 (15% alfalfa) presenté el valor mas alto (~418,6 UFC/g),
significativamente superior a T3 (10% alfalfa, ~74,4 UFC/g). Los tratamientos T1 (100% maiz) y
T2 (5% alfalfa) mostraron valores intermedios (~273,5 y 186 UFC/g).

El analisis de Tukey indicé que T4 y T1-T2 se agruparon estadisticamente, diferenciandose de
T3. Estos resultados sugieren que la inclusién de alfalfa influye en niveles elevados promueve la
proliferacion fungica, posiblemente a cambios en la disponibilidad de substratos fermentables o
en las condiciones microambientales del ensilaje.
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Figura 2. Recuento de mohos y levaduras (UFC/g) con diferentes inclusiones de alfalfa: T1 (100% maiz),
T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa) y T4 (15% alfalfa). Las barras representan la media + EE (n = 5). Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de Tukey
(p <0.05).

Numero de bacterias acido lacticas

Se observaron diferencias significativas (p < 0.05) en el numero de colonias de bacterias acido
lacticas entre los tratamientos. El tratamiento T1 (100% maiz) presentd el mayor valor (~497,4
UFC/g), significativamente superior al T2 (5% alfalfa, ~97,4 UFC/g). Los tratamientos T3 (10%
alfalfa) y T4 (15% alfalfa) mostraron valores intermedios (~3.56 y 3.92 UFC/g).

El analisis de Tukey evidencié que T3 y T4 no difirieron estadisticamente de T1 ni de T2,
situandose en un grupo intermedio. Estos resultados sugieren que la adicion de alfalfa modifica
de manera no lineal la proliferacion de BAL, posiblemente debido a la menor disponibilidad de
carbohidratos solubles y al mayor efecto tampoén de la proteina de la alfalfa, lo cual afecta las
condiciones de fermentacion del ensilaje
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Figura 3. Recuento de bacterias acido lacticas (UFC/g) con diferentes inclusiones de alfalfa: T1 (100%
maiz), T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa) y T4 (15% alfalfa). Las barras representan la media + EE (n = 5).
Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas entre tratamientos segun la prueba de
Tukey (p < 0.05).

Pruebas bioquimicas de bacterias asociadas al ensilaje

Aerobios mesofilos

Las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas bacterianas aisladas (NDs-1 a NDs-16)
evidenciaron una amplia variabilidad en sus perfiles enzimaticos. La actividad ureasica fue
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predominante, con reacciones positivas en la mayoria de las cepas, destacando NDs-14 con una
reaccion altamente positiva (++), lo que sugiere un papel potencial en el metabolismo del
nitrégeno en el ensilaje.

Todas las cepas resultaron catalasas positivas, lo que indica su capacidad de tolerar condiciones
con presencia de oxigeno. En cuanto a la producciéon de amilasa, esta fue observada en la
mayoria de las cepas a partir de NDs-5, lo cual podria contribuir a la degradacién de almidon y
disponibilidad de azucares fermentables.

La tincién de Gram mostré resultados negativos en todas las cepas, hecho que contrasta con la
naturaleza Gram-positiva tipica de las BAL, lo que sugiere la posible presencia de otras bacterias
no pertenecientes al grupo Lactobacillus. Este hallazgo requiere de confirmacién adicional
mediante pruebas moleculares.

Tabla 2. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a cepas bacterianas aisladas de
ensilaje. Se evaluaron las actividades de ureasa, catalasa, amilasa y la tincion de Gram en las
cepas NDs-1 a NDs-16. Los signos "+" indican una reaccion positiva, mientras que los signos "-
"indican una reaccién negativa, y "++" denota una alta reaccion.

TRATAMIENTO Cepa Ureasa Catalasa Amilasa Tincién De Gram

- - + - -

T1R4 NDs-1
NDs-2 + + - -
- + + - -

TIR5 NDs-3
NDs-4 + + - -
- + + + -

T2R3 NDs-5
NDs-6 + + + -
- + + + -

T2R4 NDs-7
NDs-8 + + + -
- + + + -

T3R2 NDs-9
NDs-10 + + + -
- + + + -

T3R4 NDs-11
NDs-12 + + + -
- + + + -

TARA4 NDs-13
NDs-14 ++ + + -
- - + + -

TAR5 NDs-15
NDs-16 + + + -

Mohos y Levaduras

Las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas de mohos y levaduras aisladas del ensilaje (PDs-
1 a PDs-16) mostraron una variabilidad enziméatica moderada. La actividad ureésica fue positiva
en casi todas las cepas, excepto en PDs-4, que presentd una reaccion negativa, lo que indica
una alta capacidad para hidrolizar urea y participar en el metabolismo del nitrégeno.

Todas las cepas resultaron catalasas positivas, reflejando tolerancia a condiciones aerébicas. La
produccion de amilasa fue universalmente positiva en todas las cepas, lo cual representa un
potencial beneficio en la degradacion del almidén y la disponibilidad de carbohidratos
fermentables en el ensilaje.

Respecto a la tincion de Gram, la mayoria de las cepas fueron Gram-positivas, aunque PDs-3,
PDs-11 y PDs-12 se presentaron Gram-negativas. Estas diferencias reflejan variaciones en la
estructura de la pared celular de los mohos y levaduras, sin constituir un criterio taxonémico
definitivo, lo que sugiere diferencias estructurales en la pared celular entre los aislados.
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Tabla 3. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a cepas bacterianas aisladas de
ensilaje. Se evaluaron las actividades de ureasa, catalasa, amilasa y la tincién de Gram en las
cepas PDs-1 a PDs-16. Los signos "+" indican una reaccion positiva, mientras que los signos "-"
indican una reaccién negativa, y "++" denota una alta reaccién.

TRATAMIENTO Cepa Ureasa Catalasa Amilasa Tincion De Gram

i} + + + +

T1R4 PDs-1
PDs-2 + - -
- + + -

T1R5 PDs-3
PDs-4 ] + - -
i} + + + +

T2R3 PDs-5
PDs-6 + + ¥ ¥
i} + + + +

T2R4 PDs-7
PDs-8 + + ¥ ¥
_ + + + +

T3R2 PDs-9
PDs-10 + + ¥ ¥
) + + + ;

3R PDs-11
PDs-12 + + + ]
) + + + +

4R PDs-13
PDs-14 + + + +
) + + + +

RS PDs-15
PDs-16 + + ¥ ¥

Bacterias Acido Lacticas

Las pruebas bioquimicas realizadas a las cepas LDs-1 a LDs-16 evidenciaron una marcada
variabilidad metabdlica. En cuanto a la actividad ureasica, la mayoria de las cepas presentaron
reacciones positivas, destacando LDs-8, LDs-11 y LDs-14 con una reaccion intensamente
positiva (++), lo que indica una mayor capacidad para participar en el metabolismo del nitrégeno.

La actividad catalasa fue positiva en la mayoria de las cepas, reflejando su habilidad de tolerar
ambientes con oxigeno; sin embargo, LDs-9, LDs-10 y LDs-11, resultaron negativas, lo que
podria limitarlas en condiciones de estrés oxidativo. La produccion de amilasa fue universalmente
positiva en todas las cepas, lo cual representa un potencial beneficio en la degradacion del
almiddn y la disponibilidad de carbohidratos fermentables en el ensilaje. Finalmente, la tincion de
Gram revel6 que la mayoria de las cepas fueron Gram-positivas, como es caracteristico de las
bacterias acido lacticas, aunque LDs-7 y LDs-11 se presentaron Gram-negativas. Esta diversidad
refleja la heterogeneidad microbiana presente en el ensilaje y sugiere la coexistencia de cepas
con distintos mecanismos de adaptacion, con implicaciones directas en la fermentacién y la
conservacion del forraje.

Tabla 4. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a cepas bacterianas aisladas de
ensilaje. Se evaluaron las actividades de ureasa, catalasa, amilasa y la tincion de Gram en las
cepas LDs-1 a LDs-16. Los signos "+" indican una reaccion positiva, mientras que los signos "-"
indican una reaccién negativa, y "++" denota una alta reaccion.

TRATAMIENTO Cepa Ureasa Catalasa Amilasa Tinciéon De Gram

- + + + +

T1R4 LDs-1
LDs-2 + + + +
- + + + +

T1R5 LDs-3
LDs-4 + + + +
T2R3 LDs-5 + + + +
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LDs-6 + +
_ + + + -

T2R4 LDs-7
LDS-8 ++ + + +
_ + - + +

T3R2 LDs-9
LDs-10 + - + +
- ++ - + -

T3R4 LDs-11
LDs-12 + + +
- + + + +

TARA LDs-13
LDS_14 ++ + + +
- + + + +

T4RS LDs-15
LDs-16 + + +

Produccién de acido acético y etanol por bacterias acido lacticas

La produccion de metabolitos fermentativos por las cepas bacterianas evaluadas evidencio
diferencias significativas (p < 0.05) tanto en acido acético como en etanol (Tabla 5). La cepa T3
se destaco como la mayor productora de acido acético (5.10 £ 0.15 g/L), mientras que la cepa
T2 registré la mayor concentracion de etanol (2.10 + 0.05 g/L). Los tratamientos T1 y T4
presentaron valores intermedios y comparables en ambos metabolitos, sin diferencias
significativas entre si.

De manera interesante, T3, a pesar de alcanzar el mayor contenido de acido acético, mostro la
menor produccion de etanol (1.20 £ 0.06 g/L), lo que sugiere un metabolismo orientado hacia
rutas heterofermentativas mas estables. En contraste, T2 exhibié un perfil de fermentacion
alcohdlica mas marcado.

Estos hallazgos tienen implicaciones directas para la calidad del ensilaje: concentraciones
elevadas de acido acético contribuyen a mejorar la estabilidad aerdbica al inhibir levaduras y
mohos, mientras que una produccion excesiva de etanol puede reflejar pérdidas energéticas
indeseadas. Por lo tanto, las diferencias metabdlicas observadas sugieren que la seleccién de
cepas especificas podria optimizar procesos de conservacion forrajera y, eventualmente,
aplicaciones biotecnoldgicas en inoculantes destinados a ensilajes con diferentes
composiciones.

Tabla 5. Producciéon de acido acético y etanol (g/L) por diferentes cepas bacterianas (T1, T2, T3
y T4).

Cepa Bacteriana Acido Acético (g/L) Etanol (g/L)
T1 425+0.12° 1.75 + 0.08°
T2 3.80 £ 0.10¢° 2.10 £ 0.05?
T3 5.10 £ 0.152 1.20 + 0.06°
T4 4.18 +0.18° 1.86+ 0.18°

Nota. Los valores representan la media *+ desviacion estandar de triplicados. Letras diferentes en
superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0.05) segun la prueba
de Tukey.

Horizon Nexus Journal | Vol.04 | Num 02 | Abr — Jun | 2026 | www.horizonnexusjournal.editorialdoso.com



Horizon Nexus Journal

Cinética de crecimiento de la poblacion microbiana

Al integrar los resultados de los cuatro tratamientos, se observan diferencias claras en la
dinamica poblacional de las BAL. El ensilaje con 5% de alfalfa (T2) alcanzé el mayor pico de
crecimiento (7,11x10® UFC-mL™ a las 32 h), superando significativamente a los demas
tratamientos, lo que sugiere que esta proporcion generé condiciones 6ptimas para la proliferacion
bacteriana. En contraste, el tratamiento con 15% de alfalfa (T4) presentd el pico mas bajo
(4,17x10® UFC-mL™), confirmando que una elevada capacidad tampén limita la acidificacion
inicial y restringe el crecimiento de BAL.

El tratamiento T1 (100% maiz) mostré un crecimiento inicial mas alto (2,16x10® UFC-mL™), pero
con un declive mas temprano, mientras que T3 (10% alfalfa) se mantuvo en un nivel intermedio
en todo el proceso. Estos resultados refuerzan la idea de que la inclusién moderada de alfalfa
favorece una fermentacion mas eficiente, mientras que su exceso compromete la dominancia de
las BAL y, por ende, la calidad fermentativa del ensilaje.
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UFC/ml
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Figura 4. Cinética de crecimiento de bacterias acido lacticas (BAL) durante 8 a 48 horas de incubacion en
ensilajes con diferentes niveles de inclusion de alfalfa: T1 (100% maiz), T2 (5% alfalfa), T3 (10% alfalfa) y
T4 (15% alfalfa).

4. Discusion

El incremento significativo de los aerobios mesdfilos observado se origina a partir de la
interaccién entre las propiedades fisicoquimicas del sustrato y la dinamica microbioldgica del
proceso de ensilaje. La alfalfa, a diferencia del maiz, presenta una elevada capacidad tampén
atribuida a su alto contenido de proteinas, aminoacidos y sales minerales, lo cual reduce la
velocidad de acidificacion inicial del medio (Li et al., 2023). Este efecto amortiguador impide una
rapida disminucién del pH durante las primeras fases de la fermentacion, manteniendo valores
cercanos a la neutralidad por un periodo prolongado. Bajo estas condiciones, los
microorganismos aerobios mesdfilos encuentran un ambiente favorable para su proliferacion,
dado que su crecimiento 6ptimo ocurre en rangos de pH entre 6.0 y 7.0, a diferencia de las
bacterias acido lacticas que dominan en ambientes mas acidos (Wang et al., 2021).

Adicionalmente, la menor concentracion de carbohidratos solubles fermentables en la alfalfa
limita la disponibilidad de sustratos energéticos para las bacterias acido lacticas, reduciendo su
capacidad competitiva en las etapas tempranas del ensilaje (Bisson et al.,2023). Este déficit
energético retrasa la transicién hacia una fermentacion lactica eficiente, caracterizada por la
rapida produccion de acido lactico y la consecuente inhibicién de microorganismos indeseables
(Fabiszewska et al., 2019). En consecuencia, se genera una ventana ecoldgica en la cual los
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aerobios mesodfilos y otros microorganismos facultativos pueden multiplicarse activamente antes
de que se establezcan condiciones anaerdbicas estrictas y de bajo pH (Socas-Rodriguez et al.,
2021).

Por otra parte, el elevado contenido de nitrégeno no estructural presente en la alfalfa favorece el
desarrollo de comunidades microbianas heterétrofas no lacticas, muchas de las cuales poseen
metabolismo aerobio o facultativo (Gomes et al., 2021). Estos microorganismos pueden utilizar
aminoacidos y compuestos nitrogenados como fuentes de carbono y energia, incrementando su
densidad poblacional en ausencia de una presion selectiva ejercida por acidos organicos (Li
et al., 2023). Este fendmeno se ve reforzado por la posible acumulacion de productos intermedios
de degradacion proteica, como amonio, que contribuyen a mantener el pH elevado y perpetuar
condiciones favorables para microbiota no deseada (Xu et al., 2022).

La mayor abundancia de bacterias acido lacticas (BAL) observada esta ligado fundamentalmente
a la alta disponibilidad de carbohidratos solubles presentes en este forraje, los cuales constituyen
el principal sustrato energético para el metabolismo fermentativo de estos microorganismos (Guo
et al., 2023). El maiz, rico en azucares facilmente fermentables como glucosa, fructosa y
sacarosa, favorece una rapida activacion metabolica de las BAL, permitiendo su crecimiento
exponencial en las primeras etapas del ensilaje (Navarro et al., 2022; Wang et al., 2021). Este
proceso conduce a una produccion acelerada de acido lactico, lo que reduce rapidamente el pH
y genera un ambiente altamente selectivo que inhibe microorganismos competidores,
consolidando asi la dominancia de las BAL (Pazos-Rojas et al.,2023.

En contraste, la inclusién de alfalfa en los tratamientos introduce limitaciones bioquimicas y
fisiolégicas que afectan negativamente la proliferacion de las BAL (Gao et al., 2021). La alfalfa
presenta una menor concentracion de carbohidratos solubles y una mayor proporcion de fibra
estructural, lo que reduce la disponibilidad inmediata de sustratos fermentables. Esta restriccion
energética limita la tasa de crecimiento especifico de las BAL, afectando su capacidad para
establecerse rapidamente como microbiota dominante (Zhao et al., 2025). Como resultado, se
observa una disminucion significativa en el recuento de BAL tiene una tendencia a valores aun
mas bajos, evidenciando una respuesta dependiente de la proporcion de leguminosa incorporada
(Tatli Seven et al., 2021).

Adicionalmente, el elevado contenido proteico de la alfalfa confiere una alta capacidad tampdn
al sistema, lo que interfiere con la cinética de acidificacion del ensilaje (Lewis et al., 2022). La
resistencia a la disminucién del pH prolonga un entorno subdptimo para el crecimiento de las
BAL, ya que estas bacterias alcanzan su maxima eficiencia metabdlica en condiciones
ligeramente acidas (Guo et al., 2023). La persistencia de valores de pH mas elevados durante
las fases iniciales favorece la competencia con otros grupos microbianos, reduciendo la eficiencia
ecolégica de las BAL y limitando su expansion poblacional (Ghaffari et al., 2019).

La comunidad microbiana evidencia una notable plasticidad metabdlica, la cual puede
interpretarse como una estrategia adaptativa frente a las condiciones fluctuantes del ensilaje. La
predominancia de actividad ureasica en la mayoria de las cepas sugiere una activa participacion
en el metabolismo del nitrégeno, especificamente mediante la hidrdlisis de urea a amoniaco, lo
que contribuye al incremento del pH del medio (Turner etal, 2019). Este fendmeno es
particularmente relevante en sistemas con alta inclusion de alfalfa, donde la acumulacién de
compuestos nitrogenados y la capacidad tampdn favorecen la persistencia de condiciones
subdptimas para la acidificacion, facilitando asi la proliferacion de microbiota no lactica
(Nascimento et al., 2023).

La actividad catalasa positiva en todas las cepas indica una elevada tolerancia al estrés oxidativo,
lo que sugiere que estos microorganismos poseen mecanismos eficientes para detoxificar
especies reactivas de oxigeno, como el peroxido de hidrégeno (Stratton et al.,, 2022). Esta
caracteristica es consistente con su naturaleza aerobia o facultativa, permitiéndoles mantenerse
metabolicamente activos durante las fases iniciales del ensilaje, cuando aun existe oxigeno
residual (Warzée et al., 2021). En este contexto, la presencia de catalasa representa una ventaja
competitiva frente a bacterias estrictamente anaerobias, como muchas BAL, las cuales carecen
de este sistema enzimatico (Ariete et al., 2021).

En relacién con la actividad amilasica, su presencia en la mayoria de las cepas sugiere una
capacidad funcional para hidrolizar polisacéridos complejos, como el almidén, generando
azucares fermentables que pueden ser utilizados tanto por estas bacterias como por otros
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microorganismos presentes en el sistema (Cheng et al., 2020). Este proceso puede alterar la
dinamica de disponibilidad de sustratos en el ensilaje, favoreciendo la proliferacién de
comunidades microbianas no deseadas y generando competencia directa con las bacterias acido
lacticas por recursos energéticos limitados (Gorecki et al., 2021).

Por otra parte, la tincion de Gram negativa observada en todas las cepas analizadas contrasta
con el perfil clasico de las bacterias acido lacticas, que son tipicamente Gram-positivas
(Sorrentino et al., 2023). Este resultado sugiere que los microorganismos aislados corresponden
a grupos bacterianos distintos, posiblemente pertenecientes a géneros aerobios o facultativos
como Enterobacteriaceae u otros bacilos Gram-negativos asociados a procesos de deterioro
(Dauptain et al., 2020). Esta composicion microbiana indica una desviacion del perfil fermentativo
ideal, donde las BAL deberian predominar, y pone en evidencia la influencia del sustrato y las
condiciones fisicoquimicas en la seleccién microbiana (Jaspers et al., 2020).

En el caso de los mohos y levaduras, la alta frecuencia de actividad ureasica y catalasa positiva
refleja una notable capacidad de adaptaciéon a condiciones aerdbicas y a ambientes con
disponibilidad de nitrogeno (Wang et al., 2020). La produccion universal de amilasa en estas
cepas sugiere un rol activo en la degradacion de compuestos estructurales, o que puede
incrementar la disponibilidad de azucares simples, pero también favorecer procesos de deterioro
secundario (Xu et al., 2022). La variabilidad observada en la tincién de Gram, aunque no es un
criterio taxonémico determinante para estos microorganismos, indica heterogeneidad estructural
en sus paredes celulares, lo que podria estar asociado a diferencias en resistencia ambiental y
actividad metabdlica (Martins et al., 2021).

5. Conclusiones

La caracterizacion microbiana evidencié mayores recuentos de bacterias acido lacticas en T1
(100 % maiz), T2 (5 % alfalfa) y T3 (10 % alfalfa), asociados con una fermentacién mas eficiente
y mayor estabilidad del ensilaje. Por el contrario, T4 (15 % alfalfa) presenté predominio de
aerobios mesofilos, mohos y levaduras, lo que indica menor estabilidad aerébica. En
consecuencia, se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, dado que al
menos uno de los niveles de inclusién de alfalfa (5 %, 10 % o 15 %) produjo diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) en la composiciéon microbiana.

La dinamica poblacional mostré que inclusiones de alfalfa <10 % (T2 y T3) promovieron un
crecimiento logaritmico mas eficiente de las bacterias &acido lacticas y mantuvieron un perfil
microbiano equilibrado, mejorando la conservacion del material ensilado. Sim embargo, T1 (100
% maiz) y T4 (15 % alfalfa) exhibieron menor dominancia de bacterias acido lacticas y menor
estabilidad fermentativa.

La produccion de metabolitos evidencio que T3 (10 % alfalfa) registré la mayor concentracién de
acido acético, favorable para la estabilidad aerébica, mientras que T2 (5 % alfalfa) presento la
mayor produccién de etanol. T1 (100 % maiz) y T4 (15 % alfalfa) mostraron valores intermedios.
Por lo tanto, inclusiones moderadas de alfalfa entre 5 % y 10 % optimizan el equilibrio entre
fermentacion lactica, eficiencia energética y conservacion del forraje.
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