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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de in6culos microbianos
como activadores de la fermentacion en ensilajes de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray. Los inéculos fueron suero de leche y PROBIOLACTIL®, con una concentracion
de bacterias lacticas de 10°y 10° UFC.mL%, respectivamente. T. diversifolia se corté,
se troced (tallos y hojas) y recibi6 un tratamiento de presecado por 24 h.
Posteriormente, el material vegetal se dividio en tres porciones con 3200 g de peso
cada porcion y se preparé segun tratamiento: Tratamiento A (T-A) control, material
vegetal, sin inéculo. Tratamiento B (T-B), material vegetal inoculado con suero de
leche. Tratamiento C (T-C), material vegetal inoculado con PROBIOLACTIL®. Los
in6culos se mezclaron con el forraje de forma manual y se aplicaron al 10 %. Se
elaboraron 24 microensilajes de 400 g de material vegetal. La conservacion se
realiz6 en estanteria bajo condiciones ambientales durante 60 dias. Los tiempos de
apertura de las bolsas (2 x tratamientos) se prefijaron a los 15, 30, 45 y 60 dias, para
evaluar indicadores quimicos, microbiolégicos y organolépticos. Ademas se realizd
un estudio de factibilidad. Los resultados fueron procesados a través de la prueba
de rangos mudltiples (Duncan, 1955) con el Software Statgraphic plus version 5.0.
Los conteos de microorganismos viables se transformaron segiun Log N. Se
demostré que los aditivos bacterianos activan el proceso de fermentacién en los
ensilajes, lo cual se observoé a partir de los resultados de pH, MS, proteinas, conteo

de bacterias lacticas y caracteristicas organolépticas.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of microbial inoculars as
activators of fermentation in silages of Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray. The
inocula were whey and PROBIOLACTIL®, with a concentration of lactic bacteria of
108 and 10° UFC.mL™%, respectively. T. diversifolia was cut, chopped (stems and
leaves) and received a pre-drying treatment for 24 h. Subsequently, the plant material
was divided into three portions with 3200 g of weight each portion and was prepared
according to treatment: Treatment A (T-A) control, plant material, without inoculum.
Treatment B (T-B), plant material inoculated with whey. Treatment C (T-C), plant
material inoculated with PROBIOLACTIL®. The inocula were mixed with the forage
manually and applied at 10%. 24 microensilages of 400 g of plant material were
prepared. The conservation was carried out in shelving under environmental
conditions for 60 days. The opening times of the bags (2 x treatments) were prefixed
to 15, 30, 45 and 60 days, to evaluate chemical, microbiological and organoleptic
indicators. In addition, a feasibility study was carried out. The results were processed
through the multiple range test (Duncan, 1955) with the Software Statgraphic plus
version 5.0. The counts of viable microorganisms were transformed according to Log
N. It was demonstrated that the bacterial additives activate the fermentation process
in the silages, which was observed from the results of pH, MS, proteins, lactic acid

count and organoleptic characteristics.



ABREVIATURAS Y SIGLAS

BAL Bacterias acido lacticas
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Introduccion



INTRODUCCION

La produccion ganadera depende, en gran medida, de los factores climaticos y
meteoroldgicos; por ello, la transicion anual de las condiciones del clima,
fundamentalmente en cuanto a la temperatura, la humedad relativa y las
precipitaciones, genera la correspondiente variabilidad en la produccién y el valor
nutritivo de los forrajes. En tal sentido, la ganaderia tropical basada en el pastoreo
de gramineas y leguminosas enfrenta grandes desafios, especialmente en la época
de sequia, durante la cual disminuyen de manera drastica la disponibilidad y la

calidad de los forrajes (Cuartas et al., 2014).

Los pastos y los forrajes son la principal fuente de alimento para los rumiantes y
representan el mayor volumen de la dieta, ya que son mas baratos, tienen una gran
capacidad de produccién y crecen facilmente (Lee et al., 2017). Por otro lado, el
consumo de nutrientes es uno de los principales factores que restringe la produccion
animal en el tropico y solo se puede controlar si el valor nutricional de los forrajes no

constituye un factor limitante (Olafadehan y Okunade, 2018).

Impulsar el desarrollo de la ciencia hacia nuevos enfoques de produccion que
garanticen mayor eficiencia para enfrentar los crecientes problemas de seguridad
alimentaria, ha creado la necesidad de buscar alternativas sostenibles para ofrecer
alimento animal a menor costo y mayor productividad (FAO, 2017). En Cuba la
disponibilidad de forraje para la alimentacion de los bovinos en época seca es
limitada. En la actualidad, se realizan esfuerzos encaminados a diversificar la oferta
forrajera en los sistemas ganaderos tradicionales, con elevado aporte de nutrientes

para alimentar al ganado (Galindo et al., 2018).

En los dltimos afios, la inclusion de forrajeras como Tithonia diversifolia en dietas
bovinas ha permitido reducir los costos de produccion, la incidencia de
enfermedades metabdlicas, asi como incrementar el desempefio productivo y
reproductivo de los animales. El uso de esta planta como recurso, para la

alimentacion animal, es cada vez mas frecuente debido a su buen valor nutricional,



rusticidad y a la elevada tasa de produccion de biomasa (Gallego et al., 2017;
Galindo et al., 2018).

Existen diversas experiencias con el empleo de T. diversifolia en sistemas
silvopastoriles (Gallego, 2016; Mejias et al., 2017); sin embargo su conservacion
mediante la técnica del ensilaje, asegura la preservacién del material vegetal con
minima pérdida de nutrientes (Cardenas et al., 2004) ademas de su disponibilidad
durante todo el afio (Villegas et al., 2017).

La conservacion de los forrajes, por el método de ensilaje, surge como una opcién
viable por su utilidad y facil implementacion por parte de los productores. Esta forma
de preservacion se logra por medio de una fermentacidbn espontanea bajo
condiciones anaerdbicas (Diaz et al., 2014). El uso de aditivos para mejorar las
condiciones del proceso, comenz6 hacerse muy comun y existe un amplio rango de
inoculantes quimicos y bioldgicos adecuados para ensilar residuos de cosechas,

maiz, gramineas y leguminosas (Stefanie et al., 2001; de los Angeles, 2009).

Aplicar aditivos al ensilaje permite reducir el pH mas rapidamente, a fin de preservar
los carbohidratos y proteinas, e inhibir el crecimiento de microorganismos que
podrian deteriorar el material conservado (Zhang et al., 2014). Los inoculantes con
bacterias acido lacticas se convierten en el tipo mas frecuente de aditivo empleado
para ensilar (Stefanie et al., 2001; Diaz, 2014). En pastos tropicales, como la
arbustiva Tithonia diversifolia, estos aditivos microbianos mejoran la calidad de
fermentacién y reducen las pérdidas durante el ensilaje (Villegas et al., 2017).

En Cuba, la Provincia de Matanzas dispone de un biopreparado probiético
denominado PROBIOLACTIL® y de un subproducto de la industria quesera conocido
como suero de leche. Ambos aditivos poseen en su composicion altas
concentraciones de bacterias acido lacticas. A pesar de que su uso es todavia muy
escaso, pequenas proporciones se utilizan, con frecuencia, en la dieta para animales
con excelentes resultados sobre la fisiologia y la salud animal. Sin embargo, no se

emplean como inoculantes microbianos para ensilar cultivos forrajeros, lo cual podria



ser una contribucion importante para optimizar el funcionamiento de los sistemas de

produccion ganadero en nuestro pais.

Problema

La elaboracion de ensilajes constituye una técnica de preservacion de forrajes que
se logra por medio de una fermentacion acida espontanea bajo condiciones
anaerobias. En Cuba, esta tecnologia es conocida pero poco empleada por los
productores. A pesar de que el uso de aditivos para optimizar el proceso se convierte
en una alternativa, no se aplican in6culos microbianos, que adicionados al ensilaje
activen el proceso de fermentacion y den un valor agregado a este alimento

conservado.
Hipotesis
La aplicacion de in6culos microbianos, con altas concentraciones de bacterias acido

lacticas, contribuird a mejorar la fermentacion y la calidad nutricional del ensilaje de

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
Objetivo General

Evaluar el efecto de in6culos microbianos como activadores de la fermentacion en

ensilajes de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.
Objetivos especificos

1- Caracterizar quimica y microbioloégicamente los diferentes indculos
microbianos (suero de leche y PROBIOLACTIL®).

2- Evaluar a escala de laboratorio el efecto de los in6culos microbianos en los
indicadores quimicos, microbiolégicos y organolépticos.

3- Analizar la factibilidad econémica del empleo de los inoculantes microbianos.
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|. REVISION BIBLIOGRAFICA
I. 1 Ganaderia Tropical. Situacién actual

Ganaderia se define como una actividad econémica de origen muy antiguo que
consiste en la crianza de animales para su aprovechamiento. Dependiendo de la
especie ganadera, se obtienen diversos productos derivados, como la carne, la

leche, los huevos, los cueros, la lana y la miel, entre otros (Arango et al., 2016).

Desde hace muchos afios, la propuesta de los productores en paises tropicales ha
sido promover la disminucion del uso de los concentrados a base de granos, por
alimentos con potenciales nutricionales capaces de sustituirlos en la nutricion animal
(FAO, 2017). Uno de los grandes problemas que enfrenta el sector ganadero es el
alto costo de produccion, generado por los elevados precios de los alimentos,
especialmente para suplementar al ganado en épocas de escasez de pasto. De ahi
la importancia de buscar nuevas alternativas para mejorar los rendimientos
productivos y econOmicos para este sector. Segun plantearon Olafadehan y
Okunade (2018) se deben abaratar los costos de produccion y especificamente bajar
los costos de alimentacion, dado que actualmente es poco rentable alimentar al

ganado con concentrados.

Dentro de este contexto, el uso de los arboles y arbustos en los sistemas de
produccion y en los bancos de forraje en sistemas de corte y acarreo ha
desempeiiado un papel importante, aunque algo ignorado o subvalorado, en los
paises latinoamericanos y tropicales en general, donde ocurren variaciones
estacionales en la produccién de los pastos, los forrajes y otras fuentes de
alimentacion ganadera (Murgueito et al., 2011). Los sistemas con arboles son
capaces de conservar la biodiversidad aportar servicios ambientales a los
ecosistemas, incrementar tanto cualitativa como cuantitativamente la oferta de
forraje al ganado y minimizar el desbalance en la produccién de alimentos (Martinez-
Pastur et al., 2017).



La produccion ganadera en Ameérica Latina se ha relacionado con altas
deforestaciones y con bajos niveles de productividad y rentabilidad. Es frecuente
observar en los sistemas de produccion del trépico, inadecuadas practicas de
manejo que conllevan aun deterioro de los recursos naturales, menor sostenibilidad
y menor biodiversidad, afectando la estabilidad ecolégica, social, politica y

econdmica delos paises del tercer mundo (Mejia et al., 2017).

Lo anteriormente planteado explica la necesidad de adoptar sistemas sostenibles de
produccién ganadera que aprovechen las ventajas del manejo integrado, donde los
paisajes naturales y los bosques mixtos se usan incorrectamente como sistemas de
pastoreo extensivo (Lépez et al., 2015). Por tanto, la conversion ambiental basada
en el silvopastoreo constituye una alternativa promisoria para enfrentar estos
problemas (Galindo et al., 2018).

Por otra parte, la determinacién de la capacidad de produccion actual de los pastos,
junto a la presién en relacién con el uso de la tierra para la produccién ganadera, se
ha convertido en uno de los principales desafios para desarrollar la planificacion
integrada y la toma de decisiones en los sistemas tropicales de pastoreo (Crestani
et al., 2013).

En el trépico se generan una gran variedad de forrajes que podrian, por medio del
ensilaje, ser transformados en un alimento mas nutritivo y econémico para el
ganado. El ensilaje, ademas, permite almacenar grandes volumenes de alimento
para épocas de escasez o incrementar el nimero de animales por hectarea (Cubero
et al., 2010). La fermentacion lactica que realizan los microorganismos da un valor
agregado a los productos vegetales porque mejora su contenido nutricional,
digestibilidad y palatabilidad (Stefanie et al., 2001). También permite manejarlos
pastizales como un cultivo de corte y no exclusivamente como zona de pastoreo, lo
cual mejora la rentabilidad y eficiencia de las explotaciones ganaderas. Ademas se
produce un alimento natural, ecolégico y mas econdémico que los concentrados,
cuyas materias primas son en su mayoria importadas, lo que haria del silo una

alternativa para el ganadero (Villegas et al., 2017).



I. 2 Situacién actual de la ganaderia en Cuba

La actividad agropecuaria, en Cuba, demanda una sostenibilidad a corto, mediano y
largo plazo, en la cual se consideran tres puntos de vista: el econdmico, el ecoldgico
y el social. El crecimiento demogréfico y la crisis energética internacional traen como
consecuencia la elevacién de los precios de los alimentos y la agudizacién de la
pobreza; de ahi la importancia actual de producir alimentos sanos, tanto de origen
vegetal como animal, para evitar los correspondientes impactos negativos sobre el

hombre, los animales y el medio ambiente (ONEI, 2018).

Cuba ofrece hoy un panorama de transformaciones y cambios, donde resaltan mas
de 300 lineamientos para actualizar el modelo econémico, unido a otras iniciativas
que se toman como la nueva Ley para la Inversion Extranjera y la Zona de Desarrollo
Especial del Mariel. Todo esto tendra una incidencia sobre el espectro econémico

del pais y de alguna manera sobre la produccién ganadera (ACN, 2019).

Segun Gustavo Rodriguez Rollero, Ministro de la Agricultura, la ganaderia en Cuba
se encuentra en un franco proceso de recuperacion. En la actualidad, mas del 70 %
de la produccién de leche estd en manos de cooperativas y campesinos, lo que se
traduce en un crecimiento de la eficiencia. Inform6 ademds, que existen
aproximadamente 11 millones de hectareas de tierras disponibles; de ellas, unos 6
millones dedicadas, sobre todo, a cultivos varios y ganaderia y otros 3,5 millones
pertenecen al desarrollo forestal. En nuestro pais, el 80 % de la tierra es propiedad
del Estado (Rodriguez, 2018).

En los dltimos afios, el pais, no logra satisfacer la demanda ni de leche ni de carne.
Aunque el Grupo Empresarial Ganadero (GEGAN), del Ministerio de la Agricultura,
esta en camino para sobrecumplir el plan de leche, anuncié uno de sus directivos.
Se crecera en 28 millones de litros en relacion a afos anteriores, declaro a la prensa
Juan Carlos Gonzalez Torrecilla, vicepresidente primero de esa entidad. Sefialé que
a pesar de las complejidades de los recursos y de la logistica hay avances, "e incluso

nos hemos propuesto hacia el 2030 una estrategia dirigida a continuar creciendo



cada afio, y que ello se traduzca en mayor satisfaccion para la poblacion" (ACN,
2019).

En Matanzas, el Burd Provincial del Partido Comunista de Cuba, al evaluar los
indicadores del encargo estatal para la agricultura, en 2018, revel6 atrasos en mas
de un millén de litros de leche e incumplimientos en la entrega del plan de carne de
res, informé a la prensa Livan Izquierdo, miembro del Burd del Partido en la esfera

Agroalimentaria de esa provincia (ACN, 2019).

Segun Gonzélez Torrecilla, son prioridades hoy dia la siembra de pastos y forrajes,
la elaboracion de ensilajes, la concentracion del ganado en cuartones cuando lo
amerite, garantizarle agua, impulsar la reproduccién mediante el trasplante de
embriones, dar un mayor uso a las plantas proteicas, y recurrir mas que nunca a la
ciencia, la técnica y la innovacion, como pidié el Comandante en Jefe Fidel Castro,
todo ello sin dafiar el medio ambiente y a tono con la Tarea Vida. Reconoce que la

ganaderia bovina es la rama mas complicada de recuperar (ACN, 2019).

Diaz et al. (2014), manifiestan que la biotecnologia convencional, puede aplicarse a
la produccion de alimentos para animales, a partir de la utilizacion de residuos
organicos post cosecha y agroindustriales, la cual incrementa la cantidad y
disponibilidad de nutrientes y su digestibilidad, una de las técnicas utilizadas es la
del ensilaje. En paises tropicales, como Cuba, la conservacion de forraje es un
elemento importante en la produccién animal de rumiantes, ya que se previene una

baja productividad y mortalidad de animales en épocas seca.

En Colombia Villegas et al. (2017) demostraron, que es posible hacer una sustitucion
parcial de concentrado comercial por ensilaje de Tithonia diversifolia, sin reducirla
produccion y composicion de la leche en vacas, ademas de disminuir los costos de
produccion. En Cuba, los estudios realizados por Morales (2013) y Galindo et al.,
(2018) muestran que esta arbustiva (T. diversifolia) ejerce un efecto importante en
el rendimiento productivo del ganado bovino debido a sus caracteristicas

nutricionales, ya sea ensilada o asociada en sistemas silvopastoriles.



I.3. Caracteristicas taxonomicas y habitos de crecimiento de Tithonia diversifolia
Taxonomia

Tithonia diversifolia (Hemsl.)A. Grayconocida vulgarmente como “Botén de oro”, es
una planta herbacea o arbustiva robusta, perteneciente al Reino Plantae, Subreino
Traqueobionta (plantas vasculares), Division Magnoliophyta (plantas con flor), Clase
Magnoliopsida (dicotiledoneas), Subclase Asteridae, Orden Asterales, Familia
Asteracea y Género Tithonia (Medina et al., 2009; Fasuyi et al., 2010). Esta arbustiva
es originaria de México y Centro América desde donde se ha distribuido a: India,
Ceilan, Cuba (Roig y Mesa, 1974; Inayat y Gordon, 2009); Venezuela, Colombia
(Murgueito y Ospina, 2002; Medina et al., 2009); Africa, Filipinas (Agboola et al.,
2006; Sao et al., 2010); Asia; Estados Unidos, las islas del pacifico y Australia (Wang
et al., 2004).

Habitos de crecimiento

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Graycrece en condiciones agrocliméticas variadas,
desde el nivel del mar hasta los 2 700 metros (m) de altitud, con precipitaciones
anuales de 800 a 5 000 mm en diferentes tipos de suelo. Esta planta tolera
condiciones de acidez y baja fertilidad (Murgueito et al. 2003; Inayat y Gordon, 2009).
Crece como una arvense en el borde de los caminos, de forma rapida incluso bajo
condiciones desfavorables, y se multiplica facilmente por esquejes. Puede producir
hasta 275 t de material verde (unas 55 t de materia seca) por hectarea por afio. Es
muy ruda y puede soportar la poda a nivel del suelo y la quema; las ramas podadas
se les ofrecen como alimento al ganado que no dispone de pasto (Olabode et al.,
2007).

La arbustiva (T. diversifolia) posee de 1,5 a 4,0 m de altura, caracterizada por una
amplia red radicular (Peters et al., 2002; Murgueito et al., 2003), con ramas fuertes
su tomentosas, raiz principal fusiforme con numerosas derivaciones secundarias

muy finas. Su tallo es erecto, ramificado y Unico, con aproximadamente 24 a 36



haces vasculares. Las ramas son tiernas y permanecen cubiertas de pelillos, los

cuales se pierden con la edad (Pérez et al., 2009; Inayat y Gordon, 2009).

Las hojas son alternas, pecioladas, de 7 a 20 cm de largo por 4 a 20 cm de ancho,
con un apice acuminado, divididas en tres o cinco l6bulos, muy pilosos en el envés.
La cara superior estd cubierta de pelos, mientras la cara inferior presenta puntos
glandulares (Inayat y Gordon, 2009; Ipou et al., 2011).En la figura 1 se muestran las

estructuras morfolégicas de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray.

Hojas Flor

Figura 1: Estructuras morfoldgicas de Tithonia diversifolia (Gonzales et al., 2014).

La inflorescencia de Tithonia diversifolia contiene varias cabezuelas grandes, en
ocasiones agrupadas, con pétalos amarillos. El conjunto de estas flores esta
rodeado por fuera, por el involucro anchamente acampanado y se parece al pétalo
de una flor sencilla de color amarillo brillante, muy vistosa y tipo margarita. El fruto
de esta planta es seco, indehiscente y contiene una sola semilla conocida como

aguenio (Pérez et al., 2009; Ipou et al., 2011).



[.3.1 Empleo de la Tithonia diversifolia en la alimentacion animal

El uso de Tithonia diversifolia para la alimentacion animal es cada vez mas
generalizado debido a su alta rusticidad, buen valor nutricional, alta digestibilidad de
la materia seca y presencia de aceites en sus hojas y flores; ademas, de la elevada
tasa de produccion de biomasa. Posee un porcentaje de azUcares totales del 39,8
%; puede alcanzar altas concentraciones de carbono (C) en su biomasa aérea,
mayor de 77 t/ha/aio (Gallego et al., 2017).

En Cuba se promueve la implementacion de sistemas silvopastoriles (SSP), entre
los que se destaca de manera particular Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Grays. En
nuestro pais, esta forrajera, constituye una alternativa para alimentar el ganado.
Estudios realizados por Garcia et al. (2016) demostraron incrementos en la
produccién y calidad de la leche, cuando utilizaron un SSP con esta especie. Por
otra parte, Galindo et al. (2018) demostraron que al asociar esta planta a una mezcla
de gramineas tropicales, mejora el ecosistema ruminal al incrementar los
organismos degradadores de la fibra y reducir los protozoos y metandgenos; asi
como poner a disposicion del animal mayor cantidad de materia organica fermentada

para la sintesis de proteina microbiana.

Otras experiencias son las reportadas por Morales (2013) cuando utilizé el
VITAFERT como aditivo para obtener ensilajes de Tithonia. En este caso las
mezclas del ensilaje con niveles de VITAFERT 4.5y 6.0 mL/kg, presentaron mayor
valor nutritivo, en términos de superior contenido de proteina, ceniza y menor Fibra
Detergente Neutra (FDN). Segun el autor es factible su empleo, en la alimentacion
animal, por ser un follaje abundante en el tropico y componente de la flora cubana.

En otros paises tropicales Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Grays ha sido
suministrada en la alimentacion de diferentes especies y categoria animal. A

continuacion se enuncian varios de estos ejemplos; de ellos lo tenemos:
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En ovinos

En esta especie animal, Tithonia diversifolia puede ser usada tanto como
suplemento proteico o como fuente Unica de alimentacién. Segun Vargas (1994) la
inclusién, en la dieta, de un 50 y 100 %de esta forrajera, picada en estado de
floracién, aumenta el consumo en base seca. Garcia et al. (2008) evaluaron la
aceptacion de varias forrajeras en la dieta por parte de los ovinos y observaron que
estos animales consumen avidamente la biomasa de T. diversifolia. Otros estudios
son reportados por Ramirez et al. (2010) quienes demuestran que la inclusiéon de la
Tithonia diversifolia hasta el 20 % de la dieta en la alimentacion de ovejas, aumenta
el consumo de materia seca y la digestibilidad del alimento. Concluyen que este
porcentaje de inclusion no cambia la proporcién del nitrégeno retenido, situacién que
convierte a esta planta en una alternativa para la alimentacion de animales criados

en pasturas de baja calidad.
En gallinas

Diversos estudios reportan la influencia de la harina de hojas de Tithonia diversifolia
en la dieta de gallinas de postura, sobre la calidad del huevo. Entre los niveles de
inclusion para esta especie se experimentaron 0; 5; 10; 15 y 20 %. Los resultados
destacaron que la produccién de huevos no presento diferencias entre las aves que
consumieron los diferentes niveles de inclusion, mientras que el consumo de
alimento disminuyé de 106,86 g/animal/dia en las aves que consumieron la dieta
exenta de esta forrajera. También manifiestan que la conversion en términos de kg
de alimento por docena de huevos fue mejor para las aves que consumieron la dieta;
asi como la calidad interna y externa del huevo no fue afectada por el nivel de
inclusion, a excepcién del color de la yema que fue mas pigmentado al incrementar
el nivel de T. diversifolia en la dieta (Mahecha y Rosales, 2005 y Togun et al., 2006).
Estudios realizados por Yalcin et al. (2008) demuestran que utilizar 2 % de harina de
hojas de Tithonia diversifolia, es suficiente para generar mayor masa de huevo,

mejor eficiencia alimenticia y menor cantidad de colesterol en la yema. Los
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investigadores atribuyen estos resultados a la posible creacion de una poblacién

bacteriana intestinal que permite una mayor retencion de nutrientes.
En conejos

Nieves et al. (2011) sostienen que el follaje de Tithonia diversifolia es una materia
prima alternativa en la alimentacidon de conejos. Durante la investigacion los autores
observan, que se eleva el contenido de nutrientes digestibles totales, al incluir entre
el 9y 18 % de follaje de esta forrajera como parte de la dieta de los animales, bajo
condiciones tropicales. Sin embargo, Lopez et al. (2012) no la recomiendan como
Gnica fuente alimenticia. Argumentan que puede generar bajas ganancias de peso,
debido al bajo contenido de materia seca de la forrajera, el cual altera la relacion
energia- proteina de la dieta. Otros autores recomiendan 15, 20 y 30 %de inclusion
de follaje de Tithonia en dietas ricas en harina de sangre, para alimentar conejos
adultos y garantizar que no exista efecto negativo sobre el rendimiento. Ademas
mejorar la digestibilidad y reducir, al mismo tiempo, los costos de produccién por
unidad de peso sin afectar la ganancia de peso, el peso de los 6rganos ni la calidad
de la canal (Olabaniji et al., (2007).

En bovinos

Diversos autores destacan Tithonia diversifolia como un recurso potencial, al igual
gue una fuente de proteina, minerales y carbohidratos, para ser usado en la
alimentacion de esta especie animal (Hess et al. 2006; Galindo et al., 2017, 2018).
En vacas se evaluoé la produccién y calidad de la leche, cuando se uso T. diversifolia
en la dieta de los animales junto con Brachiaria de pastoreo y alimento balanceado
como suplemento, en la zona de vida de bosque humedo tropical. Se demostr6 que
el reemplazo del 35 % del alimento balanceado por forraje de Tithonia no afecta la
produccion ni la calidad de la leche y que, por el contrario, tienden a mejorar estas
caracteristicas, lo cual permite catalogar a esta especie forrajera como eficiente en
sistemas de lecheria cuando se busca disminuir los costos de produccion (Mahecha
et al., 2007).
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En cerdos

Sarria (2003) reporta muy baja aceptabilidad del forraje de Tithonia al ser ofrecido
en la alimentacion de los cerdos, atribuyéndole baja palatabilidad en comparacion
con otras especies forrajeras. Olayeni et al. (2006) al evaluar niveles de 0, 10, 15y
20 % de inclusion de harina de Tithonia desde los ocho hasta los dieciséis kilos de
peso vivo, encontraron que estos animales soportan una inclusion en la dieta de
hasta 20 %, sin afectar la ganancia de peso ni las caracteristicas hematoldgicas;
ademas, afirman que su incorporacién disminuye los costos de produccion. No
obstante, los autores, encontraron que algunos érganos internos como los rifiones
de los animales que consumieron las dietas con los niveles de 15y 20 % de inclusion
tenian mayor peso que los de aquellos que consumieron las dietas con niveles del
0y 10 %, por lo que le atribuyen este resultado a que los animales con los niveles
superiores tienen un mayor trabajo del érgano en el intento de eliminar y extraer del
organismo los elementos disuasivos del alimento. El nivel del 20 % de sustitucion en
el total de la dieta también es recomendado por Savon et al. (2008) para cerdos
durante las fases de crecimiento y finalizacion. Aseguran que este nivel no ocasiona
trastornos en la morfometria intestinal ni en el rendimiento de los animales, aunque
en oposicién a los resultados de Olayeni et al. (2006) ellos observaron disminucion
del peso del rifién derecho a medida que se incrementaba la cantidad de reemplazo

del alimento por la harina de esta planta.

Herrera et al. (2013) afirman que es factible ofrecer el 10 % de la proteina bruta que
requieren los cerdos en fase de 60 a 90 kg de peso vivo a partir de la harina de
forraje de Tithonia diversifolia, sin que se aprecie deterioro productivo en los
animales. De la misma forma, Nhan et al. (2011) Manifestaron que se reducen los
costos de produccion al incluir 20 % de ensilaje de hojas y peciolos de esta especie
forrajera con un 75 % de Colocasia esculenta, en la dieta de los cerdos; y que se
puede dar 50 % de follaje de Tithonia diversifolia con 50 % de Colocasia esculenta,
adicionados con melaza, sin que se afecte la digestibilidad ni se perjudique el peso

final de los animales.
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|.4 Ensilajes. Caracteristicas y fases del proceso

El ensilaje se define como una técnica de preservacion de forraje que se logra por
medio de una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerobicas, es un
proceso natural en el cual las bacterias, por su metabolismo, crean un alto nivel de
acidez, lo que impide que otros organismos la puedan descomponer. Se argumenta
ademas, que el ensilaje se define como la oxidacion incompleta de carbohidratos

por accion de microorganismos (Bernal et al., 2015; Pinzon y Lemus, 2017).

Segun Garcés et al. (2014), las bacterias epifiticas fermentan los carbohidratos
hidrosolubles del forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad, acido
acético. Al generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel que
inhibe la presencia de microorganismos que inducen la putrefaccién. Estos mismos
autores argumentan que una vez que el material fresco ha sido almacenado,
compactado y cubierto para excluir el aire, el proceso del ensilaje se puede dividir

en cuatro etapas:

Primera etapa: Fase aerdbica o de respiracion: Su duracién es de pocas horas, en
esta, el oxigeno atmosférico contenido en el forraje disminuye radpidamente por la
respiracion del forraje a ensilar, ya que después de que la planta es cortada
continian consumiendo oxigeno convirtiendo el azucar en diéxido de carbono, agua
y calor. Esta respiracion se da ademas por la accion de los microorganismos

aerobicos y aerdbicos facultativos (levaduras y las enterobacterias).

Segunda etapa: Fase de fermentacion: Inicia cuando se ha consumido el oxigeno y
el ambiente es anaerobio. Su duracién va desde dias a semanas dependiendo de
las caracteristicas del forraje y el medio ambiente que permita el desarrollo de las
Bacterias acido lacticas (BAL) hasta que sean las bacterias predominantes y de esta
manera la produccién de acido lactico baje el pH a valores entre 5,0 a 3,8.

Conde (2009) considera que esta fase se subdivide en dos: comienzo de la
acidificacion e inicio de la fermentacion lactica; la primera se caracteriza segun

Silveria y Franco (2006) porqgue a medida que se acaba el oxigeno hay muerte de
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las células vegetales y ademas de bacterias aerobias, desarrollandose las bacterias
facultativas y posteriormente las anaerobias (lacticas, butiricas y algunas
proteoliticas), ademas de las coli-erégenas que pueden degradar las proteinas en
amoniaco y aminas toxicas. Sin embargo esta es una fase corta por la rapida
acidificacion. La segunda fase se da por el inicio de la fermentacion lactica que
depende de las BAL, donde solo el 10% de la microflora epifitica de la planta esta

compuesta por este tipo de bacterias.

Las BAL hacen parte de la microflora epifitica de los forrajes que se estan ensilando
y pertenecen a los géneros: Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,
Enterococcus, Lactococcus y Streptococcus. La mayoria de ellas son mesdfilas,
(crecimiento a temperaturas entre 5° y 50 °C, con un optimo entre 25° y 40 °C) y
tienen la capacidad de disminuir el pH del ensilaje a valores entre 4 y 5, lo que

depende de las especies y del tipo de forraje (Garcés et al., 2014).

Tercera etapa: fase de produccion maxima de acido lactico y estabilizacién: Si el
ensilaje se conserva con condiciones anaerobias no presentardn alteraciones
bioguimicas indeseables; ya que se reducen y eliminan las poblaciones de
microorganismos patdgenos que pudieran descomponer el ensilaje; algunos

microorganismos acidofilos sobreviven a este periodo en estado inactivo.

Conde (2009) refiere que, si el material ha sido correctamente ensilado, las tres
primeras fases se realizan los tres primeros dias; la fase de estabilizaciéon se

desarrolla entre el 4 hasta los 17 o 21 dias después de haber iniciado el proceso.

Cuarta etapa: fase de deterioro aerdbico: Esta fase da inicio en el momento de abrir
el ensilaje al ser expuesto al aire. Se considera que este periodo se divide en dos
etapas: La primera relacionada con la degradacion de los acidos organicos que
conservan al ensilaje, la cual se da por accion de levaduras y otras bacterias que
producen acido acético y aumentan el valor del pH. La segunda es la etapa de
deterioro en la cual aumenta la temperatura y con ello el desarrollo de

microorganismos descomponedores del ensilaje.
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1.4.1 Ensilajes como fuente de alimentacion para el ganado

El proceso de ensilaje sirve para almacenar alimentos en tiempos de cosecha y
suministrarlo en tiempo de escasez. Por este método se conserva su calidad y
palatabilidad a bajo costo, lo cual permite aumentar el nimero de animales por
hectarea o la sustitucion o complementacién delos concentrados. Este tipo de
alimento se emplea para manejar ganado en forma intensiva, semi-intensiva o
estabulada (Palma, 2006).

El ensilaje es una excelente opcién para la alimentacién en las ganaderias de paises
tropicales por la gran variedad de forrajes, la intensidad solar y el nivel de lluvias que
existen en el tropico. Por las condiciones anteriores se pueden producir varias
cosechasen el afio, mientras que en los paises con estaciones solo se cosecha una

vez al afo (Garcés et al., 2014).

También hay que destacar que en Cuba, més de la mitad del maiz y otros cereales
gue se utilizan para la elaboracion de concentrado animal, sobre todo para ganado
bovino, son importados; por lo que es un sistema de alimentacién costoso para el

ganadero y el estado.

Convirtiéndose asi el ensilaje en un modo de alimentacibn mas econdémico que
puede cumplir con los requerimientos nutricionales del animal. Casos como el de
ensilaje de maiz en Colombia, se han convertido en una alternativa muy econémica
para los criaderos de ganado puro, dandoles a los animales méas volumen corporal
sin acumulacion de grasa y con mayor aumento de peso mensual (Mora, 2010).

El ensilado de cultivos forrajeros o de subproductos industriales podria ser una
contribucion importante para optimizar el funcionamiento de los sistemas de
produccion animal en zonas tropicales y subtropicales, pero su empleo es todavia
muy escaso (Kayouliy Lee, 2001). Si bien esto se debe en parte a los bajos precios
de los productos ganaderos, al poco uso de la mecanizacién y al alto costo de los
materiales para el sellado del silo, también se debe a la falta de experiencia préactica
en la técnica del ensilaje. Se necesitan ademas, mas investigaciones para dilucidar

ciertos temas especificos del ensilaje en zona tropical. Uno de estos temas se refiere
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al hecho de que las gramineas y las leguminosas tropicales tienen una alta
concentracion de componentes de la pared celular y un menor contenido de
carbohidratos disponibles para la fermentacién, comparados con cultivos forrajeros

de zonas templadas (Gutierrez y Viviani Rossi, 2008).

Estudios realizados en Argentina demuestran, que el trigo como ensilaje ha sido otra
alternativa de gran interés en la produccion bovina, frente a otros ensilajes de
cereales como la avena y la cebada (Elizalde et al., 1995). Sin embargo en trabajos
desarrollados en Chile por Elizalde y Méndez (2005), encontraron un mejor efecto
en el consumo voluntario y contenido de proteinas en ensilajes de trigo con respecto

a la avena.

En Ecuador Diaz (2014) evalud varios residuos agricolas post cosecha en ensilajes
inoculados con preparados microbianos nativos, para alimentar vacas lecheras. Los
indicadores de calidad de la leche en grasa y proteina incrementaron enun 11 %
ademas se estimulé la produccion lactea. Segun el autor el ensilaje de rastrojo de
maiz con el preparado microbiano a base de suero fresco de leche demostré el mejor

comportamiento bioldgico.
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I.4.2 Produccion de ensilajes en Cuba

La inestabilidad de los precios de las materias primas en el mercado internacional
para la elaboracion de los piensos y la mala calidad de estas a su arribo a puertos
cubanos, hacen que las producciones de proteina animal en Cuba se vean afectadas
(Lezcano et al., 2015). Acciones cientifico-tecnoldgicas han dado lugar al Alimento
de Ensilado Cubano (AEC), donde estudios del presente y pasado siglo muestran
las bondades de las materias primas y las técnicas de conservacion de alimentos en

medios de bajo pH (Vazquez et al., 2016).

Por los afios 90 comenzaron a usarse los residuos agroindustriales de la cafa de
azucar. Las mieles enriquecidas y la levadura Saccharomyces son ejemplos de
ensilados cubanos que han sido ampliamente estudiados, con excelentes
resultados, en la especie porcina por Figueroa y Ly (1990). Saccharina es un
producto obtenido por fermentacion de los tallos de cafia de azUcar desprovistos de
las hojas, suplementado con urea y sales minerales y en otras diferentes variantes
se incluyeron fuentes amilaceas para mejorar la calidad y digestibilidad del producto
fermentado (Elias et al., 1990).

Afios mas tardes las investigaciones fueron dirigidas a utilizar las raices y los
tubérculos de algunos residuos de cosecha. Diversos autores (Rodriguez, 2004;
Valdivié 2012 y Lezcano et al.,, 2014) demostraron las bondades de la yuca y el

boniato, para la alimentacion animal, como fuentes energéticas del tipo amilaceas.

Sarria y Serrano (2010); Lezcano y Castafieda (2000) y Mora et al. (2013),
reportaron excelentes resultados con el empleo de la vinaza. Este residual de la
agroindustria se evalu6 en el comportamiento animal y sus efectos se reflejaron en
los indicadores de salud, con reduccion de muertes y diarreas en animales jovenes.
Segun los autores esta respuesta estd asociada al ambiente no viable para los
coliformes patdgenos, los cuales no crecen en pH acido. Estos antecedentes

sirvieron de base para proponer la tecnologia de elaboracion del AEC.
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No fue hasta el primer semestre del afio 2015 que se montaron ocho plantas
productoras de AEC en todo el pais, con potencialidades para producir 94000 t de
AEC al afio, segun sus capacidades instaladas en 300 dias de trabajo. Esta
produccion puede sustituir 28500 t de maiz al afio, lo que implicaria el ahorro de 7.7
millones de ddlares. El volumen potencial de alimento ensilado puede cubrir las
necesidades de produccion para obtener 10490 t de carne de cerdo en banda. Si se
considera que el pais reporta precios de importacion de pierna de cerdo a un costo
de 3250.00 USD/t, con el uso de AEC se puede ahorrar la compra de 3147 t a un
costo de 10.2 millones de USD (Vazquez et al., 2016).

Aunque las posibilidades de produccién son las descritas, hasta la fecha se han
obtenido 50000 t de AEC a un costo de 21.2 millones de pesos en CUP; se toma
como referencia lo reportado por la planta de Mayabeque en junio de 2015. Los
valores de ventas que se logran ascienden a 29.7 millones de CUP (el precio de
ventas actual es de 743.44 pesos/t) (Vazquez et al., 2016).

1.4.3 Uso de aditivos para el ensilaje

Los inoculantes microbianos para ensilaje han tenido un gran auge en los ultimos
afos en diversos paises; sin embargo, en muchas regiones del mundo, se carece
de informacién comparativa y detallada al respecto que especifique los efectos que
sobre el ensilaje se producen al utilizar un determinado aditivo. Ademas, se requiere
informacion sobre la conveniencia de su utilizacidon al considerar la gran variedad de

material que se utiliza para ensilar (Ruiz et al., 2009).

Segun Mier (2009) los aditivos para el ensilaje pueden ser: quimicos o biologicos y

se pueden clasificar en:

e Conservantes: Ac. férmico, acético, lactico, propionico, benzoico, caproico.
Estos Inhiben las fermentaciones indeseables y actian de diversas maneras,
unos comunican a la masa del forraje una acidez inicial que favorece la

actividad de las bacterias lacticas.
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e Inoculantes: bacterias lacticas: Lactobacillus, pediococcus, streptococcus.
Tienen como papel principal elevar rapidamente el nivel de acidez del forraje
a ensilar.

e Enzimas: amilasas, celulasas, hemicelulasas, pectinasas. Estas se encargan
de la ruptura de las paredes celulares, aumentan el contenido de azlcares
solubles, fermentados por bacterias lacticas, produciendo la bajada de pH.

e Sustratos: melazas, glucosa, sacarosa, granos de cereales, pulpa de
remolacha, pulpa de citricos.

e Nutrientes o Activadores: amonio, urea, carbonato calcico.

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

distintas fases del proceso de ensilaje (Kung et al., 2003).

Las bacterias acido lacticas (BAL) fermentan los carbohidratos hidrosolubles del
forraje para producir &cido lactico y en menor cantidad, acido acético. Al generarse
estos acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel que inhibe la presencia de

microorganismos que inducen la putrefaccion (Filya et al., 2007).

Las BAL pertenecen a la microflora epifitica de los vegetales. Su poblacién natural
crece significativamente entre la cosecha y el ensilaje. Las caracteristicas del cultivo
como contenido y composicidon de azucares y el contenido de materia seca,
combinados con las propiedades del grupo BAL, asi como su tolerancia a
condiciones acidas o de presion osmotica, y el uso del substrato, influirdn en forma
decisiva sobre la capacidad de competencia de la flora BAL durante la fermentacion
del ensilaje (Stefanie et al., 2001).
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El uso de bacterias homolacticas era comun desde el final de la década de los 70.
La mayoria de los inoculantes fueron desarrollados bajo el criterio de ser capaces
de crecer vigorosamente y dominar la poblacion natural durante la fermentacion, ser
homofermentativos y altamente tolerantes al medio acido, para que se produzcan
cantidades significativas de acido lactico. Los microorganismos que reunen todas

estas caracteristicas son generalmente Lactobacillus spp. (Kung et al., 2003).
I.5 Suero de leche: composicion y alternativas de empleo

En la actualidad la importancia que ha tomado el problema ambiental lleva a la
industria mundial a procesar y buscar alternativas de uso de aquellos residuos
industriales que generan un impacto significativo sobre el ambiente. El suero de
leche o lacto-suero es uno de los materiales mas contaminantes que existen en la
industria alimenticia a nivel mundial, sin embargo es uno de los componentes mas
nutritivos que actualmente se desecha; contiene alrededor del 25% de las proteinas
de la leche, el 8% de la materia grasa y cerca del 95% de la lactosa, por lo que se

convierte en un residuo altamente proteico y nutritivo (Recinos y Saz, 2006)

El suero de leche o lacto-suero se define como un subproducto liquido resultante de
la elaboracion del queso, caseina, caseinatos y manteca. Se obtiene tras la
separacion de las caseinas y de la grasa como resultado de una coagulacién, donde
estos componentes precipitan y se disgregan del resto de la leche (Carrillo, 2006).
De las diversas producciones que lo generan, la elaboracion de queso es la de mayor
importancia, es decir, que el principal porcentaje de lacto-suero proviene de este

proceso y sera la materia prima de los subproductos del suero (Menchén, 2016).

En el sector alimentario, el lacto-suero constituye una fuente econémica de proteinas
gue otorga multiples propiedades en una amplia gama de alimentos. Los productos
del suero mejoran la textura, realzan el sabor y color, emulsifican y estabilizan,
mejoran las propiedades de flujo y poseen otras propiedades funcionales que

aumentan la calidad de los productos alimenticios (Parra Huerta, 2009).
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El suero obtenido de la elaboracién de queso se vierte generalmente a los rios,
lagos, o embalses de agua afectando la vida acuatica. En algunos casos se utiliza
para suplementar la alimentacion de terneros o cerdos (Westergaard, 2004). Es por
eso que surge la necesidad de valorizar este “desecho” buscando alternativas
tecnologicas que permitan obtener mdultiples ingredientes con valor agregado
(Schaller, 2009).

Las proteinas y la lactosa se transforman en contaminantes cuando el liquido es
arrojado al ambiente sin ningun tipo de tratamiento, ya que la carga de materia
organica que contiene permite la reproduccion de microorganismos produciendo
cambios significativos en la demanda biolégica de oxigeno (DBO) del agua
contaminada. Por cada 100 kg de lacto-suero liquido se generan aproximadamente
3,5 kg DBO y 6,8 kg de demanda quimica de oxigeno (DQO) debido principalmente
al contenido de lactosa (Mufii et al., 2005; Almeida et al., 2009).

El lacto-suero se puede clasificar como dulce, semiacido y acido, dependiendo de
su acidez valorable y de su pH. Estos factores estan condicionados por el tipo de
coagulacion que se aplique a la leche en la fabricacion del queso de donde derivara
el suero. Mientras que el suero dulce resulta de la elaboracion de gquesos con la
adicién de cuajo y presenta una acidez valorable de 0,1-0,2% y un pH entre 5,8 y
6,6; el suero acido, es resultado de la coagulacion acida y sus valores de acidez son
de 0,4% y pH de 4,6. Los sueros semiacidos se caracterizan por valores intermedios
de acidez y pH (Menchén, 2016).

El suero de leche contiene bacterias acido lacticas (BAL), tales como Lactobacillus
delbreueckii, L. helveticus y Streptomyces termophilus. El &cido lactico al reducir el
pH inhibe el crecimiento de bacterias indeseables. Este suero concentrado posee
ademas, una composicion rica en lactosa, proteinas, minerales y elementos traza, y
se puede aprovechar en lugar de su eliminacion como residuo (Ventura et al., 2012;
Alsaed et al., 2013).
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Dias (2014) utilizé6 suero fresco de leche como in6culo microbiano para ensilar
rastrojo de maiz, en el Ecuador. Al producto obtenido le denomin6 BIORES, el cual
al ser suplementado en vacas lecheras, incremento la grasa y la proteina de la leche
en un 11%; ademas estimulo la produccion lactea de estos animales. Esta tecnologia
incrementa el indicador beneficio/costo de la ganaderia lechera de 1,11 a 1,29% y

constituye ademas un aporte a la mitigacion de la contaminacion ambiental.

Experiencias de Bautista-Trujillo et al. (2009), exponen una combinacion de melaza
y suero de leche deshidratado, como suplemento para ensilar subproductos de
pescado y como aditivos para el ensilaje de maiz. Por otra parte, Ventura et al.,
(2012) adicionan al ensilaje de paja de trigo y salvado de arroz, suero de leche como

residuo barato de la produccién de queso.
|.6 PROBIOLACTIL®: su empleo como aditivo microbiano

El Centro de Estudios Biotecnoldgicos de la Universidad de Matanzas, fue una de
las primeras Instituciones de Cuba en obtener diferentes microorganismos con
actividad probidtica, para su uso en los sistemas de explotacién pecuaria. De estas
investigaciones se obtuvieron cuatro productos registrados bajo la marca de:
PROBIOMEX®, PROBIOLACTIL®, PROBIOLEV®y SUBTILPROBIO® (Resolucion N°
4270; 4271:4272 y 4264/2015, respectivamente).Estos biopreparados se han

evaluado en diferentes especies y categoria animal con excelentes resultados.

El efecto probiético de estos biopreparados, en animales, se debe principalmente a
la exclusibn de microorganismos patdgenos, su accién antimicrobiana y la
produccion de &cido lactico, con lo que crean un ambiente favorable para la
respuesta inmunoldgica y la prevencion de enfermedades infecciosas (Pérez et al.,
2015; Milian et al., 2017). Existen ademds, experiencias con el empleo de
SULTILPROBIO® como antiséptico final del pezdn, para prevenir y controlar la
mastitis subclinica en vacas lecheras (Mesa, 2018) y de la adicion de
PROBIOLACTIL®, a la pulpa de henequén, para conformar un aditivo simbiético y

suministrarlo en la dieta de terneros jovenes (del Valle, 2017).
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PROBIOLACTIL® es un biopreparado microbiano constituido por la especie
Lactobacillus salivarius. En la figura 2 se observa una microfotografia electrénica de
dicha bacteria, la cual se caracteriza por ser gram-positiva, no formadora de esporas.
Es un organismo homofermentativo (s6lo produce un subproducto del metabolismo
acido lactico) que se encuentra naturalmente en las cavidades orales de los

humanos y animales, los intestinos y la vagina.

Figura 2: Microfotografia electronica de la morfologia bacteriana de la cepa
Lactobacillus salivarius C7 (X4000) (Tomado de Ronddn, 2009).

Esta especie se considera no patégena y se utiliza a veces para producir acido
lactico en los alimentos fermentados. Produce también una enzima llamada lactasa,
asi como bacteriocinas, proteinas o péptidos que son téxicos para algunos otros
tipos de bacterias (Riboulet et al., 2012). Otra caracteristica que los distingue es ser
anaerobio facultativo, lo que significa que puede crecer en presencia o ausencia de
oxigeno (Ronddn, 2009).

Ojito (2012), aplic6 PROBIOLACTIL® en la alimentacion de crias porcinas, cruce

comercial Yorkshire - Landrace x L35, lo cual contribuyé a incrementar (P<0,05) el
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peso vivo de los animales a las cinco semanas y la ganancia de peso diaria. Por otra
parte se produjo la disminucion de la conversion alimenticia y la incidencia de
diarreas en los cerdos tratados con el biopreparado. Este mismo aditivo se mezclo
con SUBTILPROBIO® para incorporarlo a la dieta de gallinas ponedoras Lazs. El
autor(Borges, 2013) observé una mejora en los indicadores porcentaje de postura,
huevo alojado por ave por semana y conversién en huevo por cada kilogramo de
alimento consumido, con respecto a los animales que no recibieron esta mezcla

microbiana.

Esta misma mezcla microbiana (PROBIOLACTIL®+SUBTILPROBIO®) se utilizd en
la alimentacién de aves de inicio de la linea pura pesada Ba, durante un periodo de
35 dias. Se demostré6 la mejora del peso vivo, la conversion alimenticia, la
uniformidad del lote y la mayor cantidad de aves seleccionadas, segun el criterio del
estandar (Rodriguez et al., 2015). Estos resultados coincidieron con los reportados
por Suarez (2013) cuando evaludé solo PROBIOLACTIL® en similares reproductores
pesados (Ps). Dicho autor destac6 ademas, como la inclusion del biopreparado
probiético incidié en el menor porcentaje de mortalidad y mayor viabilidad a las aves

que lo consumieron.

Afos mas tarde, Socorro (2016) trabajoé con cerdos de dos categorias; crias y pre-
ceba y establecié cuatro tratamientos (I. Dieta basal (Control); Il. Dieta basal +
PROBIOLACTIL®; Ill. Dieta basal + SUBTILPROBIO® y IV. Dieta basal + Mezcla de
ambos biopreparados). Como resultado comprobd, que los aditivos y su mezcla
mejoraron todos los indicadores, expresandose mayores efectos en los cerdos que
consumieron PROBIOLACTIL®.

Los biopreparados evaluados produjeron beneficios en ambas categorias, ya que
mejoraron la eubiosis del tracto gastrointestinal, o cual contribuyé a incrementar
(P<0,05) el peso vivo y la ganancia de peso diaria de los cerdos. Por otra parte,
mejoro la conversion alimenticia y disminuyé la incidencia de diarreas en los

animales tratados. La aplicacion de los biopreparados le confirié a la crianza animal
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beneficios econdmicos por concepto de mejora de los indicadores productivos y la
disminucién de los gastos en medicamentos (Socorro, 2016).

Se destaca ademas el empleo de PROBIOLACTIL® como in6culo para la
suplementacion de Lactobacillus salivarius. Esta investigacion tuvo como objetivo
central obtener un biopreparado simbidtico a partir de la mezcla de pulpa de
henequén (Agave fourcroydes Lem.) y PROBIOLACTIL®. Se optimiz6 ademas, la
concentracion de miel final como fuente de azucares reductores e hidrolizado de
levadura como fuente de nitrégeno. Como resultado se obtuvieron los valores
Optimos para cada uno de los componentes, que aumentan la poblacion de
Lactobacilo (del Valle, 2017).

Se constatd que el nuevo biopreparado, disefiado a partir de la aplicacion de un
cultivo probidtico (PROBIOLACTIL®) a residuos agroindustriales, enriquecidos con
componentes nacionales y de alta disponibilidad, constituye un aditivo simbiético de
bajo costo y posibilidades de empleo como aditivo nutricional en la alimentacion de

terneros, durante la etapa de destete (del Valle, 2017).

Por lo expuesto en esta revision bibliografica se resume, que los aditivos
microbianos suero de leche y PROBIOLACTIL® no solo se pueden utilizar en la
alimentacion animal; sino que es posible su empleo como activadores de la
fermentacién para elaborar ensilajes; debido al aporte que hacen de bacterias

lacticas y sus consecuentes beneficios en el alimento conservado.

26



Materiales y métodos



ll. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarroll6 en la Universidad de Matanzas (UM) y en la
Estacion Experimental de Pastos y Forrajes “Indio Hatuey” (EEPFIH). A continuacion
se describen los materiales y métodos, que de forma general, se utilizaron en toda

la secuencia experimental.
[I.1 Origen y composicion de los inéculos microbianos

Se trabajé con dos inéculos microbianos como activadores de la fermentacion en el

proceso de ensilaje. Estos fueron: Suero de leche y PROBIOLACTIL®.

[1.1.1 Suero de leche: Este inéculo procede de la fabrica quesera perteneciente a la
Empresa Provincial de Productos Lacteos, Matanzas, Cuba. EI mismo constituye un
subproducto de la industria lactea. De esta planta se tomé una muestra Unica (5 L)
de un lote industrial de queso en forma homogénea (remocién del suero en la cuba
por 3 min). La muestra de suero fresca se envaso en un tanque plastico limpio, con
tapa y se traslado hasta el laboratorio de microbiologia (UM) donde se almacend
entre 4 y 8°C hasta su procesamiento. Los analisis de laboratorio para conocer la

composicién quimica y microbioldgica se describen a continuacion.

Analisis quimico del suero de leche: Se tomaron tres muestras de suero para
determinar la concentracién de proteinas y carbohidratos. El contenido proteico se
determind por el método colorimétrico descrito por Lowry et al., (1951), con el uso
de albumina de suero bovino (BSA) como patron. Los valores de absorbancia se
obtuvieron a 750 nm y las concentraciones (mg.mL1) se determinaron mediante la
curva patron.Para los azucares reductores se realizé el método del &cido dinitro
salicilico (DNS) y se empleé la D-glucosa (Sigma) como azucar patrén (Miller, 1959).
La absorbancia se medié a una longitud de onda de 456 nm. Ademas se determiné
el pH y la acidez del suero.
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Andlisis de pH Para determinar el pH se realizaron tres repeticiones. Estas fueron
obtenidas de dos mediciones, las cuales fueron promediadas. La medicién de los

valores de pH se realiz6 en un pHmetro digital (PHSJ-3F).

Determinacion de la acidez: Se determind por el método de Valoracion acido-base
de la leche; descrito en el Manual de Determinaciones Analiticas en Leche (Lépez
et al., 2015).

Analisis microbiolégico del suero de leche: La concentracién de bacterias acido
lacticas se determind por los conteos de viables a través del método de las diluciones
seriadas y siembra en placa. Para ello se utilizé6 el medio de cultivo Agar Mann,
Rogosa, Sharper (MRS) (De Mann et al., 1960) (CONDO, Espafia). Se realizaron
diluciones seriadas de la muestra (suero de leche) en una relacién de inoculacién de
1:10 (v/v) en agua de peptona (OXOID), desde 10thasta 10°. Todas las diluciones
se sembraron por triplicado (1 mL a profundidad) en placas con agar MRS. Las
placas se incubaron (Boxun) a 37 °C en condiciones de anaerobiosis por 48 h.
Posteriormente, el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) se determind

bajo lupa por conteo visual de colonias.

La composicion del medio Agar Mann, Rogosa, Sharper (MRS)por litro es la
siguiente: glucosa (CsH1206), 20 g; peptona, 10 g; extracto de carne, 8 g; extracto
de levadura, 4 g; citrato de amonio (NH4)s CeHsO7), 2 g; acetato de sodio
(CH3COONa), 5 g; fosfato de potasio (K2HPOa), 2 g; sulfato de magnesio (MgSQOa),
0,2 g; sulfato de manganeso (MnSO4), 0,05 g y Tween 80, 1 g y de agar
bacteriol6gico (BioCen), 15 g. L.

[1.L1.2 PROBIOLACTIL®: Este inéculo procede del Centro de Estudios
Biotecnoldgicos (CEBIO) perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias
(FCA) de la Universidad de Matanzas (UM). El mismo constituye un biopreparado
probiotico a base de Lactobacillus salivarius cepa C65, aislada de la mucosa del

ciego de pollos de ceba e identificada por técnicas de biologia molecular.
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Actualmente la cepa de Lactobacillus salivarius pertenece al cepario del CEBIO (UM)
y se encuentra conservada en tubos de cultivo con tapa de rosca, que contienen el
medio Tioglicolato (OXOID) semisélido (1 g.L* de agar) con carbonato de calcio (0,1

g por tubo).

Elaboracion del PROBIOLACTIL®: Se elaboré 1 L del aditivo microbiano seguin la
metodologia propuesta por Rondon (2009). Para ello la cepa de Lactobacillus
salivarius C65 se cultivé en10 mL del medio caldo MRS (sin agar bacterioldgico) a
37 °C por 18 h. A continuacion este pre-inoculo se afiadié en 100 mL de caldo MRS
y se cultivé en las mismas condiciones. Posteriormente este indculo se adicion6 en
1000 mL del medio para el crecimiento de Lactobacillus salivarius o MCLs (Tabla 1),

contenido en un elenmeyer de 2 L de capacidad.

Tabla 1: Formulacién del medio MCLs (Ronddén, 2009).

Composicion g.L?
Miel final de cafia (58 % azucares reductores totales) 30
HELSc (17 % nitrégeno total) 210mL
K2HPO4 2
Citrato de Amonio 5
Acetato de Sodio 5
MgS0Oa4.7H20 0,2
MnSOa4. H20 0,02

HELSc Hidrolizado enzimético de levadura de Saccharomyces serevisiae. Elaborado por la metodologia
patentada por Pérez et al., (2006).

Este cultivo se mantuvo a 37 °C durante 20 h en condiciones estéticas, después de
este tiempo, se realizaron los conteos de viables a través del método de las
diluciones seriadas y siembra en placa y la medicion del pH (6,5), para comprobar
la calidad del biopreparado elaborado. Este se envaso en un frasco estéril del L con

tapa de goma y se conservo a 5 °C hasta su utilizacion.
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Il. 2 Seleccidn y tratamiento del material vegetal utilizado para el ensilaje

Esta etapa de trabajé se desarroll6 en la EEPFIH. El forraje seleccionado para este
experimento fue Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. GRAY, la cual se sembr6 a partir
de tallos de plantas jovenes sin florecer, con una longitud de 50 cm y un didmetro de
2 a 3,5 cm con cuatro yemas. Las labores fitotecnias realizadas durante el tiempo
de plantacion fueron: eliminacién de plantas indeseables (por el método de chapea)

y fertilizacion a razon de una tonelada de compost por hectarea.

El corte de la T. diversifolia se realizo a los 4 meses de ser establecida, aun sin
florecer la planta. Se recolectd de forma manual y se llevé a una troceadora
estacionaria (JF2-D) donde se pico (tallos y hojas) a dimensiones de 1-2 cm, luego
se mezcl6 cuidadosamente para darle uniformidad. Este forraje verde se traslado al
laboratorio de bromatologia (EEPFIH) donde recibié un tratamiento de presecado
por 24 h (expuesto en bandejas metalicas a temperatura ambiente en condiciones

estéticas).
[1.2.1 Elaboracion de los ensilajes y tratamientos establecidos

Los microensilajes se elaboraron de 400 g de peso de Tithonia diversifolia pre-
secada, en bolsas dobles de polietileno, hermetizadas con cinta adhesiva en el
menor tiempo posible. Para el llenado de las bolsas el material vegetal se dividio en
tres porciones con 3200 g de peso cada porcidn y se prepard segun el tratamiento
que se describe:

Tratamiento A (T-A) control, material vegetal, sin inéculo.

Tratamiento B (T-B), material vegetal inoculado con suero de leche.

Tratamiento C (T-C), material vegetal inoculado con PROBIOLACTIL®.

Los inoculos microbianos se mezclaron con el forraje de forma manual y se aplicaron
al 10 % (10 mL de in6éculo por 100 g de material vegetal), es decir 320 mL de
in6culo por tratamiento. El suero de leche que se aplico esta constituido por bacterias
lActicas en una concentracion de 10 UFC.mL™. En el caso dePROBIOLACTIL® este

biopreparado contenia una poblacién de 10°UFC.mL* de Lactobacillus salivarius.
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Para cada tratamiento se elaboraron 8 bolsas, para un total de 24 miroensilajes.
Cada bolsa constituyé una unidad experimental.

Luego de finalizado el proceso los microensilajes se trasladaron al laboratorio de
microbiologia de la UM. La conservacion de los mismos durante el periodo de
fermentacién (60 dias) se realiz6 en estanteria bajo condiciones ambientales. Los
tiempos de apertura de las bolsas (2 x tratamientos) se prefijaron a los 15, 30, 45y
60 dias.

[1.2.2 Evaluacion a escalade laboratorio del efecto de los in6culos microbianos

en los indicadores quimicos, microbiolégicos y organolépticos.

Los analisis fueron realizados en los laboratorios del CETENZ y microbiologia de la
Universidad de Matanzas. En la figura 3 se muestra toda la secuencia experimental
realizada para evaluar los indicadores quimicos, microbiologicos y organolépticos.

Microensilajes de Tithonia diversifolia

Tratamiento A Tratamiento B Tratamiento C
control Suero de leche PROBIOLACTIL®

l l |

muestreo a los 15, 30, 45 y 60 dias

Analisis
microbiolégico

Analisis

Analisis quimico P
organolépticos

« pH . . « Color
* Proteinassolubles Conteo de bacterias * Olor

* Materiaseca acido lacticas (MRS) * Textura

* Humedad

Figura 3: Secuencia experimental para la evaluacion a escala de laboratorio del
efecto de los in6culos microbianos en los indicadores quimicos, microbioldgicos y

organolépticos.
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Técnicas analiticas para la evaluacion de los indicadores quimicos en el
ensilaje:

Determinacion de pH: para analizar el pH se tomé 50 g de ensilaje y se disolvio en
100 ml de agua destilada por 15 minutos aproximadamente. Luego se procedio a

medir el valor (por triplicado) en un pHmetro digital (PHSJ-3F).

Determinacion de proteinas soluble: para cuantificar proteinas se tom6 50 g de
ensilaje y se disolvié en 250 ml de agua destilada, se batio por 5 minutos (batidora
eléctrica, marca Osterizer) se colo (con gaza estéril) la mezcla para separar el liquido

del solido y se aplicé el método de Lowry et al. (1951) para calcularla.

Materia seca (MS): para determinar el porcentaje de materia seca (MS) se pesaron
50 g del material ensilado, se colocaron en beakers (500 ml de capacidad) y se
llevaron a la estufa (WSU 200). Las muestras se pesaron cada 24 h hasta alcanzar
un peso estable, los célculos se realizaron segun la metodologia descrita por la
A.O.A.C. (2010).

Técnicas analiticas para la evaluacion de los indicadores microbiolégicos en

el ensilaje:

Conteo de bacterias lacticas: se determind por los conteos de viables a través del
método de las diluciones seriadas y siembra en placa con el medio de cultivo Agar
(MRS), segun lo descrito anteriormente.

Conteo de hongos: se realizo al finalizar el proceso (60 dias) para detectar algin
tipo de contaminacion o putrefaccion en los ensilajes. Se determiné a través de la
observacion visual de las bolsas y por los conteos de viables por el método de las
diluciones seriadas y siembra en placas. Las diluciones se realizaron en agua de
peptona (OXOID), desdel0thasta 10°. Se sembraron (por triplicado) las diluciones
104, 10° y 10%, en placas que contenian el medio Agar Dextrosa de Sabouraud
(BioCen). Las placas se incubaron (Boxun) a 37°C por 72 h. Posteriormente, el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC) se determind bajo lupa por

conteo visual de colonias.
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Técnicas analiticas para la evaluacion de los indicadores organolépticos en el

ensilaje:

Los microensilajes se abrieron en el tiempo prefijado y se realizé una observacion
precisa para determinar los indicadores organolépticos. Se tom6 una muestra del
material vegetal en la mano y se tuvo en cuenta: olor, color, textura y humedad,

segun lo referenciado por Ojeda (2018), expuesto en la tabla 2.

Tabla 2: Sistema de evaluacion organoléptica para ensilajes tropicales (Ojeda,

2018).

Excelente
calidad

Indicador
Organoléptico

Color Verde aceituna

Agradable de
fruta madura
No deja olores
desagradables al
ser tocado

Olor

El forraje
conserva sus
contornos
Las hojas
permanecen
unidas a los tallos

Textura

No humedece las
manos al ser
comprimido

Humedad

Buena calidad

Verde
amarillento.
Tallos con
diferente
tonalidad a las
hojas.

Ligero olor a
vinagre.
No deja olores
desagradables al
ser tocado.

El forraje
conserva sus
contornos.
Las hojas
permanecen

unidas a los tallos.

No humedece las
manos al ser
comprimido.
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Calidad regular

Verde oscuro

Fuerte olor a
vinagre
Deja olores
desagradables al
ser tocado

El forraje pierde
sus contornos
Las hojas son
transparentes.

Los tallos
separados de las
hojas

No humedece las
manos al ser
comprimido.

Mala calidad

Carmelita, casi
negro, negro.

Olor
putrefacto, a
humedad o sin
olor
Deja olores
desagradables
al ser tocado

No se aprecian
diferencia
entre hojas y
tallos.
Forma amorfa
y jabonosa al
tacto

Destila liquido
al ser
comprimido



I1.3 Estudio de la factibilidad econémica del ensilaje con el uso de los in6culos

microbianos

Se realiz6 la busqueda con la informacién econdémica necesaria, en la Empresa de
Productos Lacteos Matanzas, para realizar un analisis del costo del suero de leche.
Ademas se analiz6 la factibilidad de su empleo como in6culo microbiano en la
elaboracion de ensilajes. Los datos para el costo de produccion de PROBIOLACTIL®

se obtuvo en la Universidad de Matanzas.
I1.4 Procesamiento estadistico:

Para comparar las medias de las variables pH, MS y proteinas fue necesario
comprobar que cumplieran la condicion de la distribucion normal. Se aplico la prueba
de rangos multiples, Duncan (1955), para verificar el comportamiento de las
diferencias de las medias en las variables medidas y recomendar el mejor resultado.

Para este analisis se utilizd el Software Statgraphic plus version 5.0.

Los conteos de microorganismos viables se transformaron segun Log N, para
garantizar las condiciones de la normalidad en la curva de crecimiento. Para el
analisis, se aplicé la formula (K+N). 10*, donde K es la constante que representa el
logaritmo de la dilucion en la cual se inocul6 el microorganismo; N es el nimero de
UFC; 10 es la base de los logaritmos y X es la dilucién a la cual se efectud6 la

inoculacion.
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lIl. RESULTADOS Y DISCUSION
[1l.2 Composicion quimica y microbioldgica de los indculos microbianos.

En la tabla 3 se presentan los resultados de la composicién quimica y microbioldgica

del in6culo microbiano suero de leche.

Tabla 3: Composicién quimica y microbioldgica del suero de leche.

Indicadores quimicos Indicador microbioldgico
Proteinas 1,5 mg/mL
Azucares reductores 0,68 mg/mL Bacterias acido lacticas
pH 6,28 108UFC.mL"*
Acidez 0,015 mol/L

De acuerdo con los valoresde acidez y pH el suero es clasificado en tres grupos:
suero dulce (pH entre 5,8 y 6,6; acidez 0,1-0,2 %), suero semiacido (pH entre 5y
5,8; acidez 0,3 %) y suero acido (pH menor de 5; acidez 0,4 %) (Van der Schans
2002; Menchon, 2016). En el presente trabajo los resultados de los indicadores

quimicos evaluados permiten clasificarlo como suero dulce.

Segun Alsaed et al. (2013) el suero dulce posee una composicién rica en lactosa,
proteinas y minerales, ademas de bacterias lacticas tales como: Lactobacillus
delbreueckii, L. helveticus y Streptomyces termophilus. En la presente investigacion
no fue posible identificar los microorganismos del suero. Sin embargo, se constata

la presencia de este grupo microbiano con una concentracion de10°UFC.mL™.

El in6culo microbiano PROBIOLACTIL® tiene una composiciéon quimica de 58 % de
azucares reductores totales y 17 % de nitrogeno total aportado por los componentes,
miel final e hidrolizado enzimatico de Saccharomyces serevisiae. EI pH del
biopreparado es de 6,5 y la concentracion de Lactobacillus salivarius es de
101'UFC.mL*. Estos resultados coinciden con la metodologia de elaboracion
descrita por Ronddn (2009).
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[1l.2 Evaluacion de los indicadores quimicos, microbioldgicos y organolépticos

en los ensilajes tratados con diferentes in6culos.

En la figura 4 se muestra el comportamiento del pH en los muestreos realizados a
los diferentes ensilajes. Se observa como en la medida que transcurre el proceso,
disminuye el valor de este indicador en los tres tratamientos.
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Figura 4. Comportamiento del pH durante el proceso de ensilaje.
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Gréficamente se aprecian diferencias (P<0,01) entre los ensilajes tratados con
in6culos microbianos y el control (ensilaje sin inocular), tanto a los 15, como a los 60
dias. El valor de pH final en los ensilajes tratados no tuvo variaciones estadisticas.
Result6 ser 6,4y 6,5 para PROBIOLACTIL y suero, respectivamente. Este resultado
podria estar relacionado con la presencia de bacterias lacticas y su concentracion
en los indéculos biolégicos. Ademas esta variacion puede deberse, entre otros
factores, a la presencia tanto de microorganismos homo como heterofermentadores
(Diaz, 2014).

Segun trabajos realizados por Contreras y Muck (2006), el pH final del ensilado es
mas alto cuando la fermentacion es dominada por bacterias heterofermentadoras
comparado con las homofermentadoras. Este resultado se corresponde con la

presente investigacion, ya que se conoce que el indculo PROBIOLACTIL® contiene
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la especie Lactobacillus salivarius, clasificada como bacteria homolactica (Rondon,
2009).

Estudios realizados por Gutierrez y Viviani Rossi (2008), demuestran que los
inoculantes bacterianos reducen el pH del material ensilado. Los indculos
concentrados de bacterias productoras de acido lactico ayudan a optimizar el
proceso fermentativo de ensilaje, especialmente cuando se trabaja con forrajes
tropicales, bajos en contenido de BAL naturales y carbohidratos de rapida

fermentacion (Garcés et al., 2014).

Otro indicador quimico evaluado en los ensilajes fue la concentracion de proteinas.
En la tabla 4 se aprecia como a medida que trascurre el proceso este valor aumenta

en los tres tratamientos.

Tabla 4: Valores de proteinas solubles durante el proceso de ensilajes.

Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Control 0,64 ¢ 0,664 0,70 0,78

Suero de leche 0,72 ¢d 0,77P¢ 0,79° 0,81°

PROBIOLACTIL® 0,73cd 0,73cd 0,932 0,992
EE+ 0,03

Los resultados son el promedio de tres determinaciones. ® ¢ ¢ Medias con letras distintas difieren para P< 0,01**(Duncan,
1955). E.E. Error estandar.

En todos los muestreos analizados, los valores mas elevados corresponden a los
tratamientos inoculados, siendo PROBIOLACTIL® el valor mas alto. Este resultado
pudiera estar relacionado con lo planteado por Kung et al. (2003), cuando refiere
que las bacterias homolacticas causan una rapida disminucion del pH acompafiado
de un aumento en la concentracién de acido lactico, lo que a su vez reduce la
protedlisis.
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Los resultados de la presente investigacion se corresponden con lo informado por
Gutiérrez et al., (2014) al evaluar el producto biolégico VITAFERT, en ensilajes de
Tithonia diversifolia. Segun los autores, los tratamientos inoculados con el aditivo
microbiano mostraron incrementos en el contenido de Proteina Bruta y Ceniza, y

reduccion de la Fibra Detergente Neutra (FDN).

El contenido de materia seca (MS) es uno de los indicadores principales que miden
la calidad de la fermentacion durante el proceso de ensilaje (Demanet, 2017). En la

tabla 5 se muestran los valores de este indicador (MS) en los tres tratamientos.

Tabla 5: Porcientos de materia seca durante el proceso de ensilaje.

Materia seca (%)
Tratamientos

Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60

Control 33,1¢ 34,0bc 34,5P 34,7°

Suero de leche 34,00 34,0 34,7° 35,02

PROBIOLACTIL® 33,0¢ 34,6° 35,12 35,52
0,2

Los resultados son el promedio de tres determinaciones. ¢ Medias con letras distintas difieren para P< 0,01**(Duncan 1955).
E.E. Error estandar.

La MS mostré una tendencia a aumentar, en los tres tratamientos, segun trascurria
el tiempo de conservacion. Sin embargo, se observa que existen diferencias (P<
0,01**) entre el control y los inoculados. Los porcientos mas elevados corresponden
a los ensilajes tratado con los aditivos microbianos. Ambos exhiben valores entre 35

y 35,5 % para suero de leche y PROBIOLACTIL®, respectivamente.

Los estudios realizados con Tithonia diversifolia informan que la MS de esta planta,
puede variar desde 13,5 hasta 35,0%, en funcion de la edad y la frecuencia de corte

(Mahecha et al., 2007). Ademas informa la literatura consultada, que los mayores
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porciento de materia seca se hallan con el ensilaje presecado (Ojeda y Montejo,
2001).

Segun Ojeda y Montejo (2001), el presecado se perfila como la tecnologia de
fabricacion mas ajustada para minimizar las acciones degradativas que ocurren en
los compuestos nitrogenados, durante el proceso de conservacion. En el presente

estudio se realiz6 el presecado de la Tithonia diversifolia durante 24 h.

Este método (presecado) pudo haber influido en que los porcientos de MS, a pesar
de tener diferencias entre ellos (control e inoculados), se corresponden con los

valores 6ptimos (28 a 35 %) establecidos por Demanet (2017) para los ensilajes.

Dentro de los indicadores microbioldgicos evaluados en los ensilajes, se determind
el conteo de bacterias lacticas en diferentes momentos del proceso. La figura 5

muestra cOmo se comportan estas bacterias durante la fermentacion.
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(EE+0,040) y dia 60 (EE+0,069).Para ambos casos P<0,0001.

Figura 5: Crecimiento de las bacterias lacticas durante el proceso de ensilajes.

En la concentracién de BAL se observa un crecimiento exponencial de la poblacion

microbiana, solo en el ensilaje tratado con PROBIOLACTIL®. Los ensilajes control e
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indculo con suero de leche muestran comportamientos similares, durante el proceso
de elaboracion. Las bacterias lacticas, en estos tratamientos, decrecen en la primera
etapa del proceso (15 a 30 dias). Luego de los 30 dias incrementan el nimero de

colonias y a partir de los 45 dias disminuyen la concentracion bacteriana.

A pesar de este comportamiento, en todos los muestreos realizados, los ensilajes
inoculados muestran mayor numero de bacterias lacticas que el ensilado control.
Este resultado se corresponde con lo expuesto por Demanet (2017) quien refiere
que los aditivos biolégicos que conservan diferentes forrajes aumentan de dos a
tres veces la concentracion de acido lactico en los ensilajes, respecto a los forrajes
ensilados en forma natural. Situacién que permite acceder aun forraje conservado,

estabilizado en menor tiempo y de calidad superior al fermentado naturalmente.

Al finalizar el proceso de fermentacion (60 dias) el mayor nimero de bacterias
lacticas estuvo en el tratamiento con PROBIOLACTIL®. Esto pudiera relacionarse
con la concentracién (10° UFC) de Lactobacillus salivarius que tiene este aditivo.
Conservar el follaje de Tithonia diversifolia con este biopreparado probidtico le

confiere a la planta un valor agregado que repercute favorablemente en el animal.

PROBIOLACTIL® se ha empleado como aditivo probidtico en diferentes especies y
categoria animal. Sus beneficios se reflejan en indicadores productivos,
morfométricos, inmunoldgicos y de salud (Ojito, 2012; Socorro, 2016; Rondén et al.,
2018). Ademas mejora la palatabilidad y digestibilidad de la pulpa de henequén

suministrada, a terneros en crecimiento, como alimento alternativo (del Valle, 2017).

Dentro de los indicadores microbiolégicos evaluados se tuvo en cuenta la presencia
de hongos en el ensilaje elaborado. Este analisis se realizé a los 60 dias (fin del
proceso) a través de la observacion visual de las bolsas y el conteo en placas. Se
observé que los microensilajes con indculos bioldgicos no presentan evidencias de
contaminacion. Sin embargo, al observar el ensilaje natural se muestran signos de

deterioro (mal olor y aspecto blanquecino en la superficie del material vegetal).
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Los resultados del conteo en placa corroboran esta observacién. Aunque es preciso
aclarar que en los tratamientos inoculados también hubo presencia de colonias
blancas con aspecto filamentoso. Esto podria deberse a que la siembra se realiza
en medio especifico (Agar Sabouraud) para el crecimiento de hongos, levaduras y
otros microorganismo. También se debe tener en cuenta que el material vegetal
ensilado posee una flora microbiana rica en diferentes géneros y especies.

Este resultado fue corroborado ademas, con la evaluacion organoléptica realizada
en este estudio y cuyos resultados se presentan en la tabla 6. Se resume que los
ensilados tratados con ambos indculos (PROBIOLACTIL® y suero de leche) se
evallan de excelente calidad, para los parametros color, olor y humedad. En cuanto
a la textura no hubo diferencias entre los tres tratamientos. Sin embargo, el ensilado
no tratado (control) resulté ser de regular calidad, en correspondencia con los

parametros establecidos por Demanet (2017) y Ojeda (2018).

Segun Ramirez (2011) la presencia de BAL, ademas de contribuir en la
biopreservacion de los alimentos, mejora las caracteristicas sensoriales como el
sabor, olor, textura y aumentan su calidad nutritiva, por lo que se usan en la
elaboracion de productos fermentados. Refiere el autor que en el area pecuaria

tienen multiples aplicaciones para mejorar la alimentacion en la produccién animal.

Los resultados de la presente investigacion estiman que el ensilado de Tithonia
diversifolia, tratado especificamente con PROBIOLACTIL®, contribuya a la inhibicién
de muchos microorganismos patdégenos al ser suministrado al animal. Segun
estudios realizados por Rondon et al. (2018) este biopreparado probiético le confiere
a los individuos que lo consumen &cidos como lactico y acético, perdxido de
hidrogeno, bacteriocinas y productos secundarios generados por la fermentacion.

Todo lo cual se traduce en salud y productividad animal.
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Tabla 6: Resultados de la evaluacion organoléptica realizada a los ensilajes.

Indicador Tratamientos
Control
Suero de leche
Color
PROBIOLACTIL
Control
Suero de leche
Olor
PROBIOLACTIL
Control
Textura Suero de leche
PROBIOLACTIL
Control
Humedad

Suero de leche

PROBIOLACTIL

15 (dias)

Verde
caracteristico

Verde
caracteristico

Verde
caracteristico

Hierba

Una mezcla
entre hierva
mojada y
leche

Mezcla de
olores hiervas
y azucares

contornos
definidos,
hojas no
transparente
contornos
definidos

hojas no
transparente

Alta humedad
Alta humedad

Alta humedad

30 (dias)

Verde oscuro un poco

mas que en el
muestreo de los 15
dias

Verde oscuro un poco

mas que en el
muestreo de los 15
dias
Verde oscuro un poco
mas que en el
muestreo de los 15
dias

acido a fermentacion

Ligero olor acido

Olor fuerte a azucares,
un poco mas fuerte
que en el muestreo de
los 15 dias

contornos definidos
hojas no transparente

contornos definidos
hojas no transparente

contornos definidos
hojas no transparente

humedece las manos

Humedece poco las
manos
Humedece poco las
manos

45 (dias)

Verde oscuro

Verde oscuro

Verde oscuro

Acido fuerte

Olor a fruta

Olor parecido a
fruta madura

contornos
definidos
hojas no
transparente
contornos
definidos
hojas no
transparente
contornos
definidos
hojas no
transparente

poca humedad
humedad media

humedad media

60 (dias)

Verde oscuro

Verde oliva

Café claro

Putrefacto con
olor
desagradable
en manos

fruta madura

fruta madura

contornos
definidos
hojas no
transparente
contornos
definidos
hojas no
transparente
contornos
definidos
hojas no
transparente
Humedece las
manos

No humedad

No humedad



lll. 3 Andlisis de los costos de la aplicacidon de los indculos suero de leche y
PROBIOLACTIL® durante el experimento.

Al finalizar la etapa experimental se realizé un andlisis de los costos de produccion
de los aditivos microbianos empleados en la elaboracion de ensilajes. En el caso del
suero de leche es necesario precisar que este no se produce, constituye el producto
final de la elaboracién de quesos, por lo que resulta un subproducto de la industria

lactea. Esta empresa aporto los datos necesarios para el analisis econémico.

A través de los afos el suero de leche que produce lacteos Matanzas, se ha
conveniado con la Empresa Porcina de dicho territorio, para emplearlo como
alimento animal. Este tiene un costo de venta de 0, 07 C/L, lo que equivale a 70
CUP/t. Como una estrategia productiva de esta Empresa, durante el primer semestre
del presente afio, este residual ha sido empleado para producir dos nuevos
productos alimenticios; Miragurt y Suero Saborizado con costos de produccion de
0,90y 0,14 C/L. Este andlisis permite estimar la factibilidad de empleo del suero
lacteo para ensilar alimento animal, sin embargo tiene como inconveniente su

aprovechamiento y destino para la alimentacion humana.

En la tabla 7 se muestra de manera detallada todos los insumos necesarios para la
elaboracion de PROBIOLACTIL®. Es necesario aclarar que los costos de este

bioproducto fueron realizados a escala de laboratorio.

Como se puede apreciar en la tabla, los medios de cultivo empleados inciden en los
bajos costos de los biopreparados a escala de laboratorio. Se debe recordar que el
medio MCLs se formula con miel final de cafia de azucar e hidrolizado enzimatico
de levadura Saccharomyces cerevisiae, como fuentes de carbono y nitrégeno. Con
la inclusion de estos componentes se sustituye la glucosa, extracto de levadura,
peptona y extracto de carne, que son productos mas costosos y de menor

disponibilidad en el mercado.
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Tabla 7. Costo de producciéon del biopreparado PROBIOLACTIL®. a escala de
laboratorio (5L).

Descripcién UM | Precio | Precio | Cantidad | UM | Importe | Importe

MN UsD MN UsD
Componentes de los biopreparados

Miel final 1000 | Kg 60,00 | - 0,15 kg 0,009 -

HELSc 1 L 0,03 0,05 1,050 L 0,031 0,0525

Fosfato de potasio 500 G - 2,79 10 g - 0,061

Citrato de amonio 500 G - 2,79 25 g - 0,153

Acetato de sodio 1 Kg - 1,27 0,025 kg - 0,034

Sulfato de Manganesq 1 Kg - 0,66 0,0010 kg - 0,0007

Sulfato de Magnesio | 1 Kg - 0,62 0,00020 kg - 0,00013

TOTAL 0,04 0,30
Elementos del proceso

Energia - - - - - - 0,83

Salario - - - - - - 9,52

Depreciacion - - - - - - - 0,33

Seguridad social - - - - - - 1,02

Total (51L) - - - - - - 11,41 0,63

Total (1 L) 2,28 0,13

Segun los célculos realizados se requieren para elaborar un litro de
PROBIOLACTIL®2,28 MN y 0,13 USD. Este andlisis infiere la factibilidad de su
empleo tanto como aditivo probiético en la alimentacion animal o como inoculante

microbiano para ensilar o conservar diferentes forrajes.
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Conclusiones



IV. CONCLUSIONES

v" Los in6culos microbianos, suero de leche y PROBIOLACTIL®, presentan una
composicién quimica y microbiologica adecuada para activar la fermentacion
durante el proceso de ensilaje.

v’ Los ensilajes inoculados con aditivos microbianos mostraron mejores
resultados en los indicadores quimicos, microbiolégicos y organolépticos que
el ensilaje natural.

v’ El ensilaje inoculado con PROBIOLACTIL® mostro las mayores concentracion
de bacterias lacticas, a los 60 dias, al finalizar el proceso.

v’ Es factible el empleo de PROBIOLACTIL® y suero de leche en la elaboracion

de ensilajes debido a los bajos costos de produccion.
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Recomendaciones



V. RECOMENDACIONES

v’ Suplementar los aditivos microbianos (suero de leche y PROBIOLACTIL®) con
una fuente de azucares solubles para mejorar la base energética de la
fermentacion.

v' Emplear los aditivos, suero de leche y PROBIOLACTIL®, con un mayor
porciento de inoculacion en el ensilaje.

v’ Elaborar una mayor cantidad de ensilajes y evaluar otros indicadores como N-
amoniacal, AGV, contenido de fibra.

v Suministrar los ensilajes, inoculados con bacterias lacticas, en la alimentacion
y evaluar su efecto en animales.

v’ Determinar la presencia de clostridium al finalizar el proceso como indicativo
de putrefaccién o deterioro del ensilado.

v" Continuar los estudios en esta tematica.
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