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Resumen

RESUMEN

Las bacterias ldcticas han estado relacionadas a la fermentacién de alimentos desde
épocas muy antiguas, siendo la preservacién de los mismos su objetivo principal. A partir de la
revolucion industrial, principalmente, este método microbiano complejo fue reemplazado por
métodos fisicos y quimicos de conservacion. Aun asi, las caracteristicas sensoriales que brinda la
fermentacién son tunicas, y el consumo de alimentos fermentados estd fuertemente arraigado a
aspectos culturales, principalmente en paises asidticos y africanos, por lo que existe una enorme
variedad de estos productos, tanto de origen animal como vegetal. En los dltimos afios se ha
sugerido que el consumo de estos alimentos traeria numerosos beneficios para la salud, mas alla
de la nutricién, debido a la presencia de microorganismos vivos y/o a compuestos bioactivos
producidos por los mismos. Por esto, la inclusién de los productos fermentados en las guias
alimentarias de algunos paises estd en evaluacién, haciendo énfasis en el hecho de que pueden ser
una fuente de microorganismos seguros y potencialmente benéficos. Aunque la poblacion
argentina no estd acostumbra al consumo de estos alimentos, mds alla de yogur y quesos, en los
ultimos afios se ha observado un aumento en el interés de las personas por su alimentacion, ya sea
por la bisqueda de un estilo de vida mds saludable o por el aumento de alergias y/o intolerancias
alimentarias. Esto ha conducido a una tendencia creciente en el consumo de alimentos y bebidas
fermentadas, como kéfir, kombucha, chucrut, kimchi o pan de masa madre. La principal limitante
en la produccién de muchos de estos productos es que estan relacionados a una elaboracion
tradicional casera, llevada a cabo por la fermentacién espontdnea o por back slopping. La
produccion a gran escala requiere un control y estandarizacion del proceso que permita asegurar
la calidad y seguridad del producto, para lo cual pueden utilizarse cultivos iniciadores compuestos
principalmente por bacterias lacticas seleccionadas. Otra importante aplicacién de este grupo de
bacterias en la fermentacion de sustratos vegetales es como inoculantes para ensilajes, destinados
a la alimentacién animal. Este es un método de conservacion de forrajes utilizado en distintas
partes del mundo, que permite el suministro continuo de alimento de calidad al ganado a lo largo
de todo el afio. Si bien la fermentacion del forraje puede ocurrir espontdineamente luego de ser
ensilado, principalmente en aquellos sustratos ricos en carbohidratos, el uso de inoculantes puede
evitar grandes pérdidas econdmicas y aumentar el rendimiento animal. Si bien existen algunos
productos desarrollados en nuestro pais, el mercado de inoculantes comerciales estd liderado por
empresas extranjeras. Ademds, el consumo de bacterias lacticas podria tener también beneficios
sobre la salud de los animales, aunque esto ha sido mayormente estudiado a nivel ruminal y poco
se conoce sobre sus efectos a nivel intestinal.

Basédndonos en la distribucién ubicua de las bacterias ldcticas en la naturaleza, y en que

la filésfera constituye una importante fuente para el aislamiento de nuevas cepas, en el primer
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capitulo de esta Tesis se realiz6 el aislamiento de bacterias lacticas a partir de sustratos vegetales,
principalmente forrajes. Ademds, se llevé a cabo la identificacién y caracterizaciéon de los
aislamientos en base a su potencial aplicaciéon como inoculantes para ensilajes. Se obtuvieron 129
aislamientos de BAL a partir de alfalfa, maiz, sorgo, ryegrass, arroz, cebada, Gatton panic,
Mellilotus albus, soja, trébol blanco, trigo, girasol, avena y moha. Cuatro cepas de Lactobacillus
plantarum, aislados a partir de avena (LpAv), alfalfa (LpA3), sorgo (LpS13) y maiz (LpM15),
fueron seleccionadas en base a su capacidad de crecimiento en medio extracto vegetal. Se
confirmd su identidad por secuenciacion del gen 16S ARNr y su diversidad por RAPD-PCR. Se
estudié ademas la capacidad fermentativa de estas cuatro cepas en minisilos de maiz, inoculados
en distintas dosis (10*, 10°, 10° y 107 ufc/g). Posteriormente, se analizé la capacidad de
fermentacion “cruzada” de las cepas en minisilos de avena, alfalfa, sorgo y maiz.
Independientemente del origen de aislamiento, L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15,
inoculados en una tasa de 10° ufc/g, fueron efectivas en los ensilajes de los cuatro forrajes. Por
otro lado, los aislamientos de bacterias lacticas heterofermentantes que produjeron mayores
concentraciones de acido acético en medio MRS, confirieron un aumento de estabilidad aerébica
a minisilos de maiz. Particularmente Lactobacillus fermentum LfM1 demostré potencial para su
uso como inoculante, ya que los niveles de acido acético en ensilajes inoculados con esta cepa
fueron similares a aquellos inoculados con Lactobacillus buchneri Ls141, una cepa utilizada en
un inoculantes comercial.

En el segundo capitulo de esta Tesis nos propusimos el estudio de la dinimica bacteriana
en silos de sorgo inoculados con 3 cepas de bacterias lacticas con potencial inmunomodulador (L.
plantarum LpAv, Pediococcus pentosaceus PpM y Lactobacillus paracasei LcAv). Aunque las
técnicas dependientes de cultivo han sido ampliamente utilizadas en la bisqueda de nuevas cepas,
y en la determinacion del rol fundamental de las bacterias lacticas en la fermentacion, en general
subestiman la composicidon microbiana involucrada en el proceso. Las técnicas Next Generation
Sequencing han comenzado a utilizarse en el estudio de la dindmica microbiana de ensilajes, lo
cual ayudaria a una mejor comprension del proceso y de los factores involucrados en su éxito. Se
observd, a través de la técnica de metaprofiling, que la inoculacién con las 3 cepas indujo cambios
significativos en la estructura de la comunidad bacteriana y generé una disminucién mayor en la
riqueza y diversidad bacteriana a los 3 y 30 dias de ensilaje, con respecto al control sin inocular.
La fermentacién estuvo dominada por el género Lactobacillus, con una abundancia relativa de
alrededor del 40% y 73% a los 3 dias en silajes sin inocular e inoculados, respectivamente. Por
otro lado, la abundancia relativa de Pediococcus fue mayor en ambos puntos de muestreo en silos
tratados, con un valor de casi 4% a los 3 dias y 2% aproximadamente a los 30 dias. La adicién de
las bacterias l4cticas acelerd la fermentacidn, resultando en un descenso mds rdpido del pH.
Ademas, a través de citometria de flujo, cuya aplicacion en ensilajes no habia sido utilizada hasta

el momento, demostré la presencia de un gran porcentaje de células dafiadas, cuya capacidad de
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recuperacion y crecimiento en condiciones de cultivo se desconoce, por lo que en general podria
estar subestimdndose la cantidad de bacterias presentes en las muestras por recuento en placa.
Por 1ltimo, el interés creciente de las personas en el consumo de alimentos y bebidas
fermentadas plant-based, motivo la busqueda de cepas de bacterias lacticas para el desarrollo de
este tipo de productos con potencial inmunomodulador. De esta manera, en el dltimo capitulo de
la Tesis, se abordd el estudio de la capacidad inmunomoduladora de 50 cepas de bacterias lacticas,
pertenecientes a la coleccidn obtenida en este trabajo, a través del co-cultivo in vitro de las mismas
con macréfagos murinos (RAW264.7). De las 21 cepas con capacidad de inducir la produccién
de IL-10, 14 de ellas mostraron capacidad de inducir ademas la produccién de TNF-o. Ademads,
la capacidad de induccién de IL-6 fue considerada luego para seleccion de L. plantarum LpAv
para continuar con el estudio de su aplicacion en el desarrollo de dos productos plant-based, a
partir de zanahoria y avena fermentada. La inoculacién de L. plantarum LpAv dominé las
fermentaciones, alcanzando un recuento de bacterias lcticas total de 10® y 10° ufc/ml en avena y
zanahorias, respectivamente. Por tltimo, se realizaron ensayos in vivo en un modelo murino en el
cual se observé que la administraciéon de zanahoria fermentada confiri6 un aumento en la
sobrevida (80%) de ratones infectados con Sa/monella, comparado con el grupo control (<25%).
Parte de la coleccion de cepas obtenida en esta Tesis se cedi6 en préstamo a través de un
MTA (Material Transfer Agreement) por 5 afios a la empresa austriaca Lactosan para su estudio

y potencial transferencia tecnoldgica para aplicaciones agricolas.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria have been involved in food fermentation since ancient times, with
the main purpose of the preservation of food. After the industrial revolution, this method of
preservation has been progressively replaced by physical and chemical methods of food
preservation. Yet, the sensory characteristics provided by fermentation are unique, and the
consumption of fermented foods is strongly rooted in cultural aspects, mainly in Asian and
African countries, so that there is an enormous variety of these products, both of animal and
vegetable origin. In recent years, it has been suggested that the consumption of these foods would
confer numerous health benefits, beyond nutrition, due to the presence of live microorganisms
and/or bioactive compounds produced during fermentation. In fact, the inclusion of these products
in the dietary guidelines in some countries is under evaluation, underlying the fact that they can
be a source of safe, live and potentially beneficial microbes. Although people in our country do
not usually consume this type of food (with the exception of yoghurt and cheese), in recent years
there has been a growing interest of people in their diet, either as a lifestyle choice or due to the
increase of food allergies and/or intolerances. This has led to an increasing trend in the
consumption of fermented foods and beverages, such as kefir, kombucha, sauerkraut or
sourdough bread. The main limitation in their production is that they are related to traditional
home production, carried out by spontaneous fermentation or back slopping. Large-scale
production requires process control and standardisation to ensure product quality and safety, for
which starter cultures composed mainly of selected lactic acid bacteria can be used.

Another important application of lactic acid bacteria in the fermentation of plant
substrates is as silage inoculants for animal feed. This is a method for forage preservation used in
different parts of the world, which allows the continuous supply of quality feed to livestock
throughout the year. This is a method of forage preservation used in different parts of the world,
which allows the continuous supply of quality feed to livestock. Although forage fermentation
can occur spontaneously after ensiling, mainly in those substrates rich in carbohydrates, the use
of selected inoculants can ensure adequate fermentation, thus avoiding large economic losses and
increasing animal performance. Although there are some products of this type fully developed in
our country, the market for commercial inoculants is led by foreign companies. On the other hand,
the potential benefits of lactic acid bacteria consumption by animals have been studied mostly at
the rumen level, but little is known about its potential effects at the intestinal level.

Based on the ubiquitous distribution of lactic acid bacteria, particularly on the
phyllosphere, the isolation of LAB from plant substrates was carried out in the first chapter of this

Thesis. In addition, the isolates were identified and characterised for their potential application as
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silage inoculants. A total of 129 lactic acid bacteria isolates were obtained from alfalfa, maize,
sorghum, ryegrass, rice, barley, Gatton panic, Mellilotus albus, soybean, white clover, wheat,
sunflower, oats and moha. Four strains of Lactiplantibacillus plantarum, isolated from oats
(LpAv), alfalfa (LpA3), sorghum (LpS13) and maize (LpM15), were selected on the basis of their
ability to grow on plant extract medium. Their identity was confirmed by 16S rRNA gene
sequencing and their diversity by RAPD-PCR. The fermentative capacity of these four strains
was also studied in maize minisilos, inoculated at 10, 10°, 10° and 107 cfu/g. Subsequently, the
"cross-fermentation” capacity of these four strains was analysed on oat, alfalfa, sorghum and
maize minisilos. Regardless of the isolate origin, L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 and LpM15,
inoculated at a rate of 10° cfu/g, were effective in the ensiling of the four forages. On the other
hand, the heterofermentative LAB isolates that produced higher concentrations of acetic acid in
MRS medium conferred increased aerobic stability to maize minisilos. Particularly,
Limosilactobacillus fermentum LtM1 showed great potential for use as an inoculant, as acetic
acid levels in silages inoculated with it were higher than those inoculated with Lentilactobacillus
buchneri Ls141, a strain used in a commercial inoculant.

The bacterial dynamics in sorghum silages inoculated with three strains of lactic acid
bacteria with immunomodulatory potential (Lactobacillus plantarum LpAv, Pediococcus
pentosaceus PpM and Lactobacillus paracasei LcAv) was study in the second chapter of this
Thesis. Culture-dependent techniques have been widely used in the search for new lactic acid
bacteria strains, and determined their key role in fermentation, however, they generally
underestimate the microbial composition involved in the process. Next Generation Sequencing
techniques have just started to be used in the study of the microbial dynamics of silages, which
would help to better understand the process and factors involved in its success. A metaprofiling
technique was used in this study, which showed that the inoculation with lactic acid bacteria
induced significant changes in the community structure and a greater decrease in bacterial
richness and diversity at 3 and 30 days of ensiling, compared to non-inoculated control samples.
Fermentation was dominated by the genus Lactobacillus, with a relative abundance of about 40%
and 73% at 3 days in non-inoculated and inoculated silages, respectively. On the other hand, the
relative abundance of Pediococcus was higher in treated silos at both sampling times, with a
maximum value of almost 4% at 3 days, decreasing to about 2% at 30 days. Thus, the inoculated
strains have dominated the fermentation, resulting in a faster decrease in pH value. In addition,
flow cytometry, whose application in silage had not been reported so far, showed a large
percentage of damaged cells, whose ability to recover and grow under culture conditions is
unknown, so that the amount of bacteria present in the samples could be largely underestimated.

Finally, there is a growing interest in plant-based fermented foods and beverages, which
motivated the search for LAB strains with potential for the development of fermented products

with immunomodulatory potential. In the last chapter of this Thesis, the immunomodulatory
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capacity of 50 strains of lactic acid bacteria was study by co-culturing them with murine
macrophages (RAW264.7). A total of 21 strains with the capacity to induce IL-10 production
were selected. Additionally, 14 of them also induced TNF-o production. The IL.-6 induction
capacity was then considered for selection of L. plantarum LpAv for further study of its
application in the development of two plant-based products from carrot and oats. Inoculation of
L. plantarum LpAv dominated the fermentations, reaching a total LAB count of 10® and 10°
cfu/ml in oats and carrots, respectively. Finally, in vivo assays were performed in a murine model
in which it was observed that the administration of fermented carrots conferred an increase in
survival (80%) of Salmonella-infected mice compared to the control group (<25%).

Some of the strains obtained during this work were loaned to the Austrian company
Lactosan through a MTA (Material Transfer Agreement) for 5 years for their study and potential

technological transfer for exploitation as agricultural products.



INTRODUCCION GENERAL




Infroduccién generall

1. BACTERIAS LACTICAS

1.1 Generalidades

Las bacterias lacticas (BAL) son un grupo grande y heterogéneo de microorganismos que
poseen caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y fisiol6gicas en comin. Son cocos o bacilos
Gram positivos, no esporulados y no méviles. Carecen de actividad de la enzima catalasa, aunque
algunas pueden descomponer el peréxido de hidrégeno mediante una pseudocatalasa [1]. Son
bacterias anaerobias facultativas, aerotolerantes o microaerofilicas. Una de sus principales
caracteristicas es la carencia de una cadena de transporte de electrones, por lo que poseen un
metabolismo exclusivamente fermentativo, produciendo mayormente &4cido lactico por la
fermentacion de carbohidratos. Son nutricionalmente muy exigentes, requiriendo carbohidratos
fermentables, sales, aminodcidos, vitaminas, bases nitrogenadas y ésteres de dcidos grasos, por lo
que usualmente se cultivan en medios complejos que contienen peptona, extracto de levadura u
otros hidrolizados de materiales vegetales o animales. Son bacterias dcido-tolerantes, por lo que
pueden continuar su crecimiento a pH 5 o menos, lo cual posee un gran valor selectivo que les
permite superar a la competencia en medios ricos en nutrientes [2].

En general, se considera que las BAL son microorganismos intrinsecamente seguros para
el consumo humano, ya sea directamente y/o a través de sus metabolitos en los alimentos
fermentados. Un total de 48 especies de BAL se incluyen en la lista de presuncién cualificada de
seguridad (QPS, Qualified Presumption of Safety) de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA, European Food Safety Authority), con la excepcidon de especies
pertenecientes al género Enterococcus. Ademas, son bacterias consideradas seguras o GRAS
(Generally Recognized As Safe) para su uso en alimentos por la FDA (Food and Drug

Administration).

1.2 Clasificacion taxonéomica

De acuerdo a la clasificacion taxondmica actual, las bacterias lacticas pertenecen al filo
Firmicutes, clase Bacilli y orden Lactobacillales. Las familias incluidas en este orden son
Aerococcaceae, Carnobactericea, Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae y

Streptococcaceae (http://www.uniprot.org/taxonomy/186826). Aunque este grupo de bacterias

incluye 6 familias y mds de 60 géneros, desde el punto de vista tecnoldgico, los principales son
Lactococcus  (Streptococcaceae),  Enterococcus, Tetragenococcus 'y  Vagococcus

(Enterococcaceae), Lactobacillus y Pediococcus (Lactobacillaceae), Leuconostoc, Oenococcus
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y  Weissella  (Leuconostocaceae),  Streptococcus  (Streptococcaceae),  Aerococcus
(Aerococcaceae) y Carnobacterium (Carnobactericea) [3].

Las primeras clasificaciones taxonémicas, propuestas por Orla-Jensen en 1919, se
basaban en criterios fenotipicos como morfologia celular, patrén de fermentacién de
carbohidratos y temperaturas de crecimiento. Mds adelante en el mismo siglo, se utilizaron
criterios genotipicos y quimiotaxondmicos, como hibridacién ADN-ADN, % de G+C y estructura
quimica del peptidoglicano, para la delimitacién de nuevas especies bacterianas. Desde 1983, la
similitud de secuencia del gen 16S ARNr se utilizé para proporcionar esquemas filogenéticos
como ejes de la clasificacion y nomenclatura. Con el avance en las técnicas de secuenciacién en
los ultimos afios y, con esto, la disponibilidad de genomas bacterianos completos, los valores de
identidad nucleotidica media de genes compartidos entre genomas (94-96%) se introdujeron para
la delimitaciéon de nuevas especies bacterianas [3]. En particular, el género Lactobacillus
propuesto por Beijerinck en 1901, es un género muy heterogéneo y estuvo compuesto (hasta
marzo de 2020) por 261 especies extremadamente diversas desde el punto de vista fenotipico,
ecoldgico y genotipico. Este género ha sido recientemente reclasificado por Zheng et al. [4] en
base al estudio de las secuencias de los genomas completos disponibles, algunos pardmetros como
la filogenia del genoma core, la identidad media de aminoacidos y criterios fisiolégicos y
ecologicos. Asi, Lactobacillus se reclasificé en 25 géneros distintos, los cuales incluyen los ya
existentes Lactobacillus, Paralactobacillus y 23 géneros nuevos nombrados como Holzapfelia,
Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus,
Agrilactobacillus, Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus,
Latilactobacillus, Dellaglioa, Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus,
Furfurilactobacillus, Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus,
Acetilactobacillus, Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus y Lentilactobacillus.
La nueva clasificacién taxondmica puede consultarse en http://lactobacillus.ualberta.ca/. La tabla
1 resume algunos de las especies mds relevantes en esta Tesis, sin embargo, con el objetivo de
facilitar el entendimiento, al mencionar el género Lactobacillus se hard referencia tanto al género

Lactobacillus propiamente dicho como a los nuevos géneros.

Tabla 1 — Ejemplos de la nueva clasificacion taxonémica del género Lactobacillus segin Zheng

et al. [4]. Denominacion anterior Nueva clasificacion

Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus paracasei  Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri  Lentilactobacillus buchneri

Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum

10
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1.3 Metabolismo de carbohidratos

Las BAL poseen un metabolismo estrictamente fermentativo, obteniendo su energia
exclusivamente por fosforilacion a nivel de sustrato a través de dos vias posibles: la glucdlisis
(EMP, Embden-Meyerhof-Parnas) y la via de la 6-fosfogluconato/fosfocetolasa (6-PG-PK) [2].
La fructosa-1,6-difosfato aldolasa (FDP-aldolasa) y la fosfocetolasa son las enzimas clave en la
via de glucdlisis y en la via 6-PG-PK, respectivamente. Segin la via de degradacién de
carbohidratos, las BAL pueden clasificarse en homofermentantes obligadas, heterofermentantes
obligadas y heterofermentantes facultativas.

Las homofermentantes obligadas oxidan las hexosas a través la via EMP, generando
principalmente 2 moles de lactato y 2 ATP a partir de una molécula de glucosa (Fig. 1A). Estas
son lactobacilos de Grupo I, compuesto por L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus y L.
salivarius, y ademads los géneros Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus 'y Streptococcus. Las
BAL heterofermentantes obligadas emplean la via de la 6-PG/PK para convertir una molécula de
glucosa en 1 mol de lactato, 1 mol de etanol y 1 ATP (Fig. 1B). Ademads, en presencia de un
aceptor de electrones alternativo, el acetil-fosfato puede ser convertido en acetato en lugar de
etanol, generando una molécula adicional de ATP. Particularmente, como la via 6-PG/PK cuenta
con un paso de descarboxilacion del 6-fosfogluconato a ribulosa-5-fosfato, se generan ademas
cantidades significativas de CO,. A esta via pueden ingresar también pentosas, en forma de
ribulosa-5-fosfato o xilulosa-5-fosfato. Este grupo de BAL se compone principalmente por el
grupo III de lactobacilos (L. brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. reuteri) y los géneros
Leuconostoc, Weisella, Oenococcus 'y Fructibacillus. Existe un tercer grupo, las
heterofermentantes facultativas, las cuales principalmente fermentan hexosas a través de la via
EMP, pero en condiciones particulares como concentraciones de glucosa limitantes, pueden
fermentar pentosas por la via 6-PG/PK. Este grupo se compone principalmente por L. casei, L.
curvatus, L. plantarum y L. sakei.

Las BAL pueden fermentar otras hexosas ademds de la glucosa, como galactosa, manosa
y fructosa, las cuales pueden ingresar a ambas vias de oxidacién como glucosa-6-fosfato o
fructosa-6-fosfato, luego de pasos de isomerizaciones y fosforilaciones. En el caso particular de
la galactosa existen dos vias posibles, la Leloir (cuando el aziicar ingresa por una permeasa) y la
via de tagatosa-6-fosfato (cuando el ingreso es por el sistema PTS, phosphotransferase system).
Con respecto a los disacdridos, dependiendo de la forma de transporte, entran a la célula como
disacdridos libres o fosfatos de disacdridos. En el primer caso, los azicares ingresan por
permeasas especificas y son hidrolizados por hidrolasas a los monosacdridos correspondientes.
Cuando participa el sistema PTS, las fosfohidrolasas dividen a los fosfatos de disacdridos en
monosacdridos libres y fosfatos de monosacdridos. Los monosacdridos correspondientes pueden

seguir las vias de oxidacién descriptas anteriormente.
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Dependiendo de la cepa de BAL y de las condiciones de crecimiento, existen vias
alternativas de utilizacién del piruvato [2]. Por ejemplo, rutas que conducen a la formacién de
diacetilo y acetoina/2,3-butanodiol en medios ricos en citrato, son tecnolégicamente importantes
en Lactococcus'y Leuconostoc. Por otro lado, bajo una limitacién de carbohidratos y anaerobiosis,
la piruvato-formiato liasa puede dar lugar a 4cido férmico y Acetil-CoA. Este dltimo puede ser
utilizado como aceptor de electrones dando etanol, o formar acetato por fosforilacién a nivel de
sustrato para generar ATP. Asi, los productos finales, incluso en homofermentantes obligadas,
podrian ser una mezcla de lactato, acetato, formiato y etanol. El piruvato puede ser también

convertido en dcido acético por la accién de la piruvato oxidasa en presencia de oxigeno.
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Figura 1 - Principales vias de fermentacion de glucosa. Fermentacién homolictica (A) y
fermentacion heteroldctica (B). Las enzimas se enumeran como sigue: Glucoquinasa (1);
Fructosa-1,6-difosfato aldolasa (2); Gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (3); Piruvato quinasa
(4); Lactato dehidrogenasa (5); Glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (6); 6-Fosfogluconato
dehidrogenasa (7); Fosfocetolasa (8); Acetaldehido dehidrogenasa (9); Alcohol dehidrogenasa
(10). Imagen adaptada de von Wright & Axelsson (2019).
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En las vias usuales de fermentacién, el piruvato o Acetil-CoA y acetaldehido, actdan
como aceptores de electrones para mantener el balance redox de la célula. Sin embargo, pueden
existir aceptores de electrones alternativos en la célula. Por ejemplo, aunque las BAL son
anaerobias, el oxigeno puede actuar como un aceptor de electrones, por ejemplo, en la conversién
aerobia de Acetil-fosfato en dcido acético, brindando a la célula un ATP adicional en comparacién
de la formacién de etanol. Esto ha sido demostrado por ejemplo en Leuconostoc, el cual aumenta
su tasa de crecimiento y produce acetato en cultivos aireados. Algunos compuestos organicos
también pueden ser usados por la célula como aceptores de electrones, por ejemplo, el glicerol
por algunas BAL heterofermentantes, dando lugar a 1,3-propanodiol ademés de lactato, acetato y

COx.

1.4 Distribucion ambiental de bacterias lacticas

En general, las BAL estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza y forman parte de
numerosos ecosistemas, mostrando interacciones dindmicas con animales, plantas, insectos y
otros microorganismos. Este grupo de bacterias constituye parte de la microbiota natural de
humanos y animales y tiene un impacto sobre la salud del hospedador. Se encuentran presentes
en el tracto gastrointestinal, desde la cavidad oral hasta los intestinos, en el tracto respiratorio y
en la piel [5]. Ademas se han aislado con frecuencia de leche materna y forman una parte muy
importante de una microbiota vaginal saludable [6], [7]. Por otro lado, las BAL se encuentran
también en intestino de insectos, como abejas y termitas [8]. Asimismo, son abundantes en
alimentos y bebidas fermentados espontdneamente, tanto de origen vegetal (encurtidos, bebidas
alcohdlicas, jugos de frutas, ensilados para animales, etc.) como animal (productos lacteos,
cérnicos, pescado, etc.). Ademds, pueden encontrarse en ambientes naturales como suelos, lagos
y vegetales crudos [9].

Particularmente, la fildsfera, zona aérea de las plantas colonizada por la microflora
epfifita, se compone por una gran variedad de bacterias, levaduras y hongos filamentosos. La
diversidad y abundancia de estas poblaciones son variables y dinidmicas, y dependen de
numerosos factores fisicos y quimicos, tanto de la propia planta (especie, variedad, etc.) como del
ambiente (clima, précticas agricolas, etc.). Las bacterias son la poblacién microbiana mads
abundante de la filésfera, encontrandose en cantidades de 10°-107 células/cm? de hoja, siendo, por
lo tanto, un hdébitat bacteriano de gran importancia debido a su abundancia en el planeta.
Firmicutes es uno de los filos bacterianos presentes en la estructura filogenética de la microbiota
vegetal epifita, siendo las BAL parte de la misma (10*-10° ufc/g) [10], [11]. El aislamiento de
BAL a partir de vegetales es un procedimiento ampliamente utilizado en la biisqueda de nuevas

especies o cepas de interés para aplicaciones tecnoldgicas y/o en salud.
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1.5 Alimentos fermentados

1.5.1 Bacterias lacticas en alimentos fermentados

Las BAL tienen una enorme aplicacion en la industria de los alimentos, siendo utilizadas
en la produccién de una amplia gama de productos de origen animal y vegetal, confiriéndoles una
gran importancia a nivel industrial. Por ejemplo, Streptococcus thermophilus es la especie mas
utilizada a nivel global por su uso intensivo como cultivo iniciador en quesos [12]. Los alimentos
y bebidas fermentadas datan desde hace varios milenios, existiendo algunos desarrollos
documentados de miles de afios A.C., como cervezas a partir de cereales silvestres y de leches
fermentadas en Medio Oriente [13]. En los comienzos de la historia de los alimentos fermentados,
los sustratos eran fermentados espontdneamente por los microorganismos naturalmente presentes
en ellos, seguido de la practica de ‘back slopping’, en la cual una parte del producto fermentado
se utilizaba para iniciar la siguiente fermentacion. Si bien estas técnicas siguen siendo utilizadas
(por ejemplo, en panes de masa madre), con el paso del tiempo se comenzaron a utilizar cultivos
seleccionados como ‘starters’ o iniciadores de la fermentacion, con el objetivo de controlar el
proceso y estandarizar la calidad y las caracteristicas organolépticas de los productos, haciendo
posible la industrializacién de estos procesos. En la figura 2 se muestra un panorama general del
proceso de fermentacion.

Los alimentos fermentados se definen como “alimentos elaborados mediante el
desarrollo microbiano deseado y las conversiones enzimdticas de los componentes de los
alimentos™ [14], siendo las BAL los microorganismos mas utilizados en la produccién de la
enorme diversidad de bebidas y alimentos fermentados que existen en el mundo (Fig. 3) [15]. Por
ejemplo, la fermentacion lactica de leches de distinta naturaleza da lugar a numerosos productos,
siendo el yogur y el queso los mas populares. Otros ejemplos son el tarag, tradicional de China,
o el kule naoto de Kenia, obtenidos por fermentacién espontdnea de leche de cabra y cebd,
respectivamente [16]. Por otro lado, existen numerosos embutidos fermentados producidos a gran
escala, especialmente en Europa, siendo L. sakei, L. curvatus, L. plantarum, Enterococcus y
Pediococcus las BAL frecuentemente identificadas en este tipo de productos. Existen cultivos
iniciadores para estos productos cdrnicos [17]. Los alimentos fermentados en base a cereales,
consumidos principalmente en Asia y Africa, son obtenidos tradicionalmente por fermentacién
espontanea o por ‘back slopping’. Algunos ejemplos son el kenkey de maiz blanco (Ghana), Uji
de maiz, sorgo y mijo (Kenia, Uganda), Idli de arroz y Nan de harina de trigo (India). El kvas es
una bebida elaborada en base a harina de malta o de centeno popular en Rusia, Ucrania y otros
paises del este de Europa [18]. En los ultimos afios, han proliferado bebidas y productos
fermentados tipo yogur a base de cereales, elaborados industrialmente, como el caso de la bebida

en base a avena fermentada y pulpa de frutas ProViva en los paises nérdicos. Con respecto a los
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vegetales fermentados, los mds conocidos son el chucrut, kimchi o los pickles, siendo
Lactobacillus, Leuconostoc 'y Pediococcus los principales géneros de BAL involucrados en la
fermentacion espontdnea, aunque también se utilizan cultivos iniciadores de L. plantarum, L.
rhamnosus, L. gasseri y L. acidophilus para la produccioén industrial. El chucrut, consumido
mundialmente, es elaborado por la fermentacién lactica del repollo. Es interesante, y de
actualidad, notar que el consumo de chucrut y otros vegetales fermentados ha sido asociado
recientemente al menor impacto de infecciones durante la pandemia de coronavirus [19]. Las
aceitunas son fermentadas principalmente por L. plantarum. La salsa de soja es un condimento
oriental fermentado cada vez mas popular. El kimchi, emblematico de la cultura coreana y
declarado patrimonio cultural inmaterial por la Unesco, es un producto fermentado preparado con
variedades de col china (Brassica rapa pekinensis) que contiene una carga de BAL de 10°-10°
ufc/g. En los dltimos afios la industria ha probado cultivos iniciadores para la produccién
industrial del kimchi (L. mesenteroides, L. citreum, L. plantarum) demostrando aceptacién en
base al sabor en comparacion con el fermentado espontdneo [20]. En nuestro pais, el Senado de
la Nacion declard recientemente al dia 22 de noviembre como “Dia Nacional del Kimchi en la
Argentina”. Los alimentos fermentados son muy variados, incluso el chocolate conlleva de forma
intrinseca un proceso de fermentacién: las semillas del fruto del cacao se fermentan
espontdneamente con L. plantarum y L. fermentum naturalmente presentes en la pulpa que las
rodea [21]. Por ultimo, el ensilaje (o ensilado) de forrajes para alimentacién animal, es obtenido
por la fermentacion lactica de sustratos vegetales, siendo asi considerado como un vegetal
fermentado. También en este caso, si bien puede ocurrir la fermentacion espontanea por la
microbiota epifita, una manera de asegurar una fermentacidn exitosa, reproducible y disminuir
las pérdidas econdmicas, es por el agregado ex profeso de inoculantes para ensilajes basados en

BAL seleccionadas.

Figura 2 — Panorama general de la
transformacion de los alimentos por el
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Figura 3 — Ejemplos de
alimentos  fermentados
que existen alrededor del
mundo. El superindice
indica el tipo de materia
prima de origen: (1)
cereales y semillas; (2)
leche; (3) legumbres; (4)
frutas, verduras,
tubérculos y otros
vegetales; (5) carne; (6)
pescado 'y  marisco.
Imagen adaptada de
Goémez-Gallego et al

[23].
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1.5.2 Alimentos fermentados y sus beneficios

En tiempos primitivos, la dieta del ser humano se basaba en alimentos crudos y no

procesados, con el consumo de los microorganismos naturalmente asociados a éstos. Con la

transicion de cazadores-recolectores a comunidades asentadas y el desarrollo de la agricultura y

la domesticacidon de animales, los alimentos fermentados, los cuales contenfan poblaciones de

microorganismos abundantes y diversas, surgieron como alimentos comunes en la dieta de estas

poblaciones. Luego, en los siglos XIX y XX se desarrollaron métodos modernos de procesamiento

y conservaciéon de alimentos, transformando nuevamente las dietas. En muchas sociedades

modernas, principalmente en grandes poblaciones urbanas de paises de altos ingresos, la dieta se

basa en alimentos procesados y ultra-procesados, lo cual tiene consecuencias negativas sobre la

salud. Sin embargo, alimentos fermentados muy diversos siguen siendo consumidos en algunas

regiones del mundo debido a su arraigo cultural, y ademds a las caracteristicas tinicas otorgadas

por la fermentacién. Asimismo, en los tltimos afios se ha renovado el interés por estos alimentos

por parte de los consumidores en general, debido a que se han determinado numerosos potenciales

beneficios en la salud. Estos alimentos, considerados globalmente, promueven la diversidad de la

microbiota, modulan las respuestas del sistema inmunoldgico, controlan la permeabilidad

intestinal y producen metabolitos bioactivos o reguladores de diferentes respuestas metabdlicas

[14]. Asimismo, numerosos estudios realizados han concluido que la ingesta diaria de alimentos

fermentados se relaciona con perfiles metabdlicos mds saludables (lipidos y glucosa en sangre,

presion arterial, resistencia a la insulina), menor riesgo de enfermedades cardiovasculares,

diabetes tipo 2 y sobrepeso, mejora de la salud gastrointestinal, y ademds influye en las respuestas

inmunes, entre otros. Algunos mecanismos promotores de la salud propuestos se resumen en la

figura 4. En base a los numerosos trabajos publicados hasta el momento sobre los beneficios
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proporcionados por el consumo de alimentos fermentados, se ha sugerido un andlisis de la
evidencia existente y la realizacién de nuevos estudios para el establecimiento de una
recomendacién nutricional de ingesta diaria de microorganismos vivos, siendo los alimentos

fermentados importante fuente de éstos [24].

\ % z
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La fermentacion resulta en una
mejora del valor nutritivo del
alimento y en la biosintesis o
conversion de sustancias
bioactivas
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Figura 4 — Beneficios del consumo de alimentos fermentados. Mds alld del aporte nutricional del
alimento como tal, la fermentacién resulta en la eliminacion y transformacién de componentes
del alimento, y en la sintesis de compuestos bioactivos. Estas transformaciones pueden resultar
en el aumento del valor nutricional (ej. por la eliminacion de fitatos o sintesis de vitaminas) y/o
en la generacion de compuestos con actividad bioldgica (ej. péptidos bioactivos o acido linoleico
conjugado). Luego del consumo, los componentes del alimento, los productos de la fermentacion
y los microorganismos que permanecen viables, ingresan al tracto intestinal. Estos
microorganismos, junto con los miembros de la microbiota, podrian continuar con la
transformacién de componentes en sustancias bioactivas, como péptidos, bacteriocinas,
aminoacidos o dcidos organicos. Ademas, los microorganismos ingeridos y sus productos también
interaccionan con la microbiota existente, el epitelio intestinal y el sistema inmune del
hospedador. Imagen adaptada de Marco et al. [14].

1.6 Bacterias lacticas como probiodticos

Si bien es frecuente el uso erréneo de los términos ‘alimento fermentado’ y ‘probidtico’
como sinoénimos, el término ‘probidtico’ solo es adecuado cuando se trata de cepas identificadas
y caracterizadas, las cuales deben estar viables (muchos alimentos fermentados no contienen

microorganismos o no estan viables) y cuyos beneficios se hayan demostrado cientificamente,
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mediante ensayos de eficacia controlados. Los probidticos se definen como “microorganismos
vivos que, cuando son administrados en cantidades adecuadas, confieren un beneficio sobre la
salud del hospedador” [25]. Para que estos microorganismos puedan ejercer dichos efectos es
necesario que lleguen al intestino vivos y en concentraciones adecuadas, aunque no esta claro al
dia de hoy en qué proporcién deben llegar viables ni que metodologias se deben aplicar para
evaluar tal condicién. En la tabla 2 se resumen algunas de las diferencias entre alimentos

fermentados y probidticos.

Tabla 2 — Diferencias entre probidticos, alimentos fermentados y alimentos fermentados
probidticos.

Composicion microbiana

L Evidencia . Definido Secuencia
Producto Definicién Formato L, Vivos y en . .
cientifica . . taxonomicamente genomica
cantidad definida . i .
a nivel cepa disponible
Microorganismos Vivos que,
cuando son administrados en No
Probidtico  cantidades adecuadas, confieren un especifico Si Si Si Si
beneficio sobre la salud del P
hospedador
Alimento elaborado mediante el
Alimento dcsarrollo_ mlcrobla_no'@eseado Y Alimento No No No No
fermentado  las conversiones enzimaticas de los
componentes del alimento
Alimento Alimento fermentado por, o que Si para probidtico  Si para probidtico  Si para probidtico
fermentado  contiene probidticos con evidencia ~ Alimento Si pero no para cepa  Pero no para cepa  Pero no para cepa
probiotico especifica de la cepa fermentadora fermentadora fermentadora

Adaptada de Marco et al. [14].

Las bacterias lacticas, particularmente del género Lactobacillus, son las que mas se han
utilizado para el desarrollo de probidticos en forma de suplementos o como alimentos funcionales
(junto con Bifidobacterium). Los mecanismos de accién de los probidticos son muy diversos,
involucrando por ej. la contribuciéon a una microbiota saludable, exclusién competitiva de
patégenos por sitios de adhesién o nutrientes, inhibicién del desarrollo de patégenos por
produccién de compuestos como dcidos orgdnicos y bacteriocinas, o estimulacién del sistema

inmune asociado a mucosas.
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2. BACTERIAS LACTICAS EN ALIMENTOS PLANT-BASED

2.1 Alimentos fermentados plant-based

El consumo de vegetales, en particular hortalizas y legumbres, aportan vitaminas,
minerales, fibras, fitoquimicos y péptidos bioactivos al organismo, ademads tienen potencial para
prevenir enfermedades crénicas no transmisibles como patologias cardiovasculares, obesidad,
diabetes y cancer colorrectal. Es por esto que la OMS (www.who.int/) y la FAO )
recomiendan un consumo minimo de frutas y verduras por dia. Desafortunadamente, se estima
que la ingesta de vegetales es inferior a las recomendadas, lo que hace necesaria la bisqueda de
estrategias para incrementar el consumo. La mayor parte de los vegetales son consumidos crudos
o minimamente procesados, los cuales tienen vida ttil muy corta. Se utilizan entonces métodos
de conservacion como tratamientos térmicos, preservantes quimicos, radiacion ionizante, entre
otros, que pueden tener efectos negativos sobre las caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales del
alimento. Por el contrario, la fermentacién, ademas de preservar los alimentos, puede mejorar las
caracteristicas organolépticas, nutricionales y funcionales de los mismos. Todo esto sumado a la
tendencia creciente de los consumidores hacia la ingesta de alimentos frescos de alto valor
nutricional, saludables, sabrosos y listos para consumir, convierte a la fermentacién en una
estrategia de biopreservacién atractiva para aumentar consumo el consumo de estos alimentos
[11].

Como ya se menciond, los vegetales representan un nicho ecolégico muy variable, cuya
riqueza en nutrientes fermentables y carga microbiana dependen de sus caracteristicas intrinsecas
(especie, variedad, etc.) y extrinsecas (clima, practicas agricolas, etc.). La riqueza de los vegetales
como sustrato, y el amplio contenido de enzimas de las BAL, les permite ingresar durante la
fermentacién en un laberinto de rutas metabdlicas, que dard como resultado productos
fermentados enriquecidos en compuestos bioactivos y/o menor cantidad de factores
antinutricionales (FAN, inhibidores de a-amilasa, lectinas, oxalatos, taninos, 4cido fitico, otros)
(Fig. 5). La capacidad de las BAL para seguir una via u otra es especifica de especie o cepa,
dependiendo de su conjunto de sus enzimas. Ademads, cabe mencionar que los microorganismos
responsables de la fermentacién pueden tener potenciales efectos probidticos, siendo el alimento

fermentado un vehiculo apropiado para su administracién al consumidor [26].
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Figura 5 - Laberinto metabdlico y funcional que siguen las bacterias lacticas durante la
fermentacion de los sustratos vegetales. Cada via coloreada representa una ruta potencial para
liberar compuestos biogénicos o para eliminar antinutrientes. Figura adaptada de Filannino et al.

[26].

2.2 Tipos de fermentaciones

2.2.1 Fermentacion espontdnea: microbiota epifita

Como se menciond, la microbiota epifita de vegetales estd sujeta a condiciones
nutricionales, fisicas y quimicas, siendo cada tipo de planta un nicho nico. Asimismo, aunque
las BAL conforman una pequefia parte de la microbiota autdctona (2-4 log cfu/g), cuando se
proporcionan las condiciones adecuadas (anaerobiosis, actividad acuosa, concentracion de sales
y temperatura), puedes desarrollarse y dominar la fermentacién lactica. Las BAL aisladas con
mayor frecuencia de vegetales crudos y fermentados espontdneamente pertenecen al género
Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella, Enterococcus y Pediococcus. Una alternativa a la
fermentacion estrictamente espontanea es el back slopping, una manera de inducir la fermentacion
por la inoculacién de las cepas mds adaptadas en una fermentacién previa, acelerando el proceso
y teniendose asi un control minimo sobre el mismo. Estas pricticas, sin embargo, pueden conducir
a productos con propiedades sensoriales variables y son sensibles a la contaminacién por

microorganismos alterantes y/o patégenos, lo que representa un riesgo para la salud publica [11].
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2.2.2 Fermentacion controlada: cultivos starter

La produccion de muchos alimentos fermentados ha dejado de ser una practica artesanal
y se ha convertido en procesos biotecnolégicos estandarizados, los cuales utilizan cultivos
iniciadores, permitiendo la elaboracién de productos de alta calidad con propiedades
organolépticas mejoradas, mds estables y homogéneos y con menor probabilidad de
contaminaciones por patégenos y/o alterantes. Ademads, en la produccién industrial se aplican
sistemas de control de calidad, disminuyendo asi los riesgos para la salud. Adicionalmente, el
desarrollo y uso de cultivos iniciadores tiene relevancia econémica ya que aumenta la
competitividad de la produccion, las posibilidades de innovacidn y abre fronteras en el mercado
de alimentos [20].

Los cultivos starters son microorganismos seleccionados, contenidos en formatos
determinados, que se inoculan en la matriz alimentaria para inducir y conducir la fermentacion.
Estos pueden estar compuestos por cepas autdctonas, aquellas aisladas y reutilizadas en la misma
matriz de la cual se aislaron, o al6ctonas, aisladas de una matriz y usadas para fermentar otras
distintas. La seleccion de las cepas para el desarrollo de cultivos iniciadores es fundamental,
debido a que no todas las BAL fermentardn todos los sustratos de la misma manera. En general,
esta seleccion se basa en criterios tecnolégicos (ej. velocidad de crecimiento y acidificacion,
tolerancia a la acidez y temperatura) sensoriales (ej. homo- o heterofermentantes, sintesis de
compuestos de aroma) y nutricionales (ej. sintesis de compuestos antioxidantes, aminas

bidgenas).

2.3 Consumo de productos fermentados en Argentina

2.3.1 Vegetales fermentados

En nuestra cultura no suele haber un consumo habitual de alimentos y bebidas
fermentadas, salvo algunas bebidas alcohdlicas (vino y cerveza), yogur y quesos. Sin embargo,
en los dltimos afios el consumo de algunos alimentos fermentados de base vegetal como el kimchi,
chucrut, pickles, aceitunas, kéfir y kombucha ha aumentado. El chucrut se obtiene por la
fermentacién de hojas picadas de variedades del repollo blanco, la cual se inicia por L.
mesenteroides seguida por lactobacilos heterofermentantes y homofermentantes. Aunque las
especies involucradas en la fermentacion varian, L. mesenteroides y L. plantarum se encuentran
entre las principales. No hay disponibles cultivos iniciadores para la produccién del chucrut. Por
otro lado, el kimchi, es preparado por fermentacién espontdnea de la col china y otros vegetales,
en la que principalmente intervienen los géneros Lactobacillus, Leuconostoc, Weisella,
Lactococcus y Pediococcus [27]. Desde comienzos del siglo 21, la industria del kimchi ha

ensayado el uso de cepas de L. mesenteroides, L. citreum o L. plantarum como cultivos starter
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para lograr una mejor y mas estable calidad organoléptica, demostrando una mayor aceptacién
general en base al sabor y potenciales beneficios a la salud, en comparacién con el kimchi
fermentado naturalmente. Otro producto consumido en Argentina son las aceitunas en salmuera,
obtenidas por la fermentacion lactica de los frutos de las distintas variedades del olivo, segin
Cdédigo Alimentario Argentino, cuya fermentacion (aceitunas verdes) dura varias semanas y es
llevada a cabo principalmente por L. plantarum. Otras BAL encontradas en las aceitunas
pertenecen a especies como L. casei, L. mesenteroides y P. pentosaceus.

Cabe resaltar que nos encontramos en un contexto mundial de aumento sostenido de
enfermedades crénicas de base autoinmune e inflamatoria, por lo que se deberia pensar en
estrategias alimentarias tendientes a la promocién de la ingesta de microorganismos viables y
benéficos y fibra dietaria, como forma de promocién y aumento de la diversidad y funcionalidad
de la microbiota intestinal. Particularmente, los alimentos fermentados vegetales son una
estrategia con gran potencial ya que reinen simultdneamente la presencia de bacterias benéficas
y fibras, y proporcionan ademas nutrientes esenciales para la vida y la promocién de la salud.
Esto alienta la investigacion y desarrollo de cultivos iniciadores para el control de la fermentacién
de diversos sustratos vegetales, que aporten beneficios tecnolégicos y saludables a los alimentos.
Ademas, la principal limitante de la comercializacion de todos estos productos es su caricter
artesanal, por lo que el desarrollo de cultivos iniciadores cobra gran importancia en la promocién

de su consumo en una cultura como la nuestra [20], [28].

2.3.2 Bebidas fermentadas

Como se menciond, el yogur es uno de los principales productos fermentados consumidos
en Argentina, el cual se obtiene mediante la fermentacién de la leche de vaca por Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus bulgaricus. En los Ultimos afios, con el aumento de la prevalencia
de intolerancias alimentarias (ej. a la lactosa), alergias a alimentos (ej. a la proteina de leche de
vaca (APLV)) y con la creciente eleccién de un estilo de vida vegano, han surgido en el mercado
nacional algunos productos alternativos al yogur convencional, preparados en base a bebidas
vegetales, principalmente de coco y de almendra. Asi, este mercado para consumidores
vegetarianos, veganos, alérgicos, intolerantes, o sencillamente aquellos que buscan disminuir el
consumo de productos derivados de animales, estd en franco crecimiento. Existen productos
fermentados muy populares en Europa, que podrian tener un potencial muy prometedor en nuestro
pais. Estos son productos elaborados a base de avena, como por €j. Yosa, producto de Finlandia
obtenido por la fermentacién con L. acidophilus LAS y B. lactis Bbl2, o Proviva®, producto
nérdico que consiste en avena fermentada por la cepa probidtica L. plantarum 299v, mezclado
luego de la fermentacién con 95% de pulpa d efrutas [29]. Los beneficios del consumo de avena

se deben principalmente a su alto contenido en B-glucano, el cual disminuye el colesterol en
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sangre y disminuye la velocidad de la absorcion intestinal de la glucosa, ayudando asi a mantener
indices bajos de insulina y prevenir enfermedades cardiovasculares, dislipidemia, hipertension,
inflamacidn y diabetes tipo 2. Otro efecto importante del B-glucano es su funcién prebidtica en el
trato gastrointestinal. Ademas, la avena ademds es fuente de proteinas y antioxidantes [30]. Es
por esto necesario fomentar el consumo de este cereal, siendo una de las estrategias la obtencion
de productos fermentados tipo yogur, lo que sumaria los beneficios de la fermentacién lactica,
ademds de sus beneficios nutricionales. Por ejemplo, Russo et al. [31] obtuvieron una bebida de
avena fermentada por cepas de L. plantarum. Particularmente, la cepa L. plantarum B2 mostrd
un aumento del contenido de riboflavina en el producto fermentado. Sin embargo, existen
numerosos desafios para llegar a productos que sean aceptados por el consumidor, entre los cuales
se encuentran las propiedades sensoriales del producto final, como su textura y sabor [32]. La
viscosidad es una propiedad crucial para obtener las caracteristicas sensoriales deseadas, como la
sensacién en boca y liberacion de sabor. Se sabe que los B-glucanos, presente en los cereales,
contribuyen al aumento de la viscosidad y textura, al igual que los EPS microbianos, ademds de
su papel positivo en la salud como prebidticos. L. plantarum Lp90 (aislado de vino), productor
de exopolisacaridos, afect6 positivamente a la viscosidad de la bebida de avena fermentada [31].

Dentro de la caracterizacién de estos productos, se encuentra el andlisis de perfil de
textura, el cual es un procedimiento instrumental que simula la masticacién. La textura es un
atributo de interés para evaluar la aceptabilidad y calidad del producto. A partir de este andlisis
pueden estimarse algunos pardmetros como adhesividad, dureza y cohesividad. La adhesividad
es la medida es la medida del trabajo necesario para vencer las fuerzas de atraccién entre la
superficie del alimento y la superficie de otros materiales, por ejemplo: la fuerza requerida para
retirar el material que se adhiere al paladar durante su consumo. Por otro lado, la dureza se
relaciona con la fuerza requerida en el proceso de masticado, mientras la cohesividad representa
el punto limite hasta el cual puede deformarse el material antes de romperse o desintegrarse, es

funcién de la fuerza de unién entre sus particulas.
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3. BACTERIAS LACTICAS EN ENSILADOS

3.1 Ensilado y su importancia en Argentina

La produccidn de forrajes estd condicionada por factores ambientales estacionales, y su
carencia causa problemas de alimentacién y mermas en la produccién animal. Para superar esto
y lograr una reserva forrajera que permita el abastecimiento de alimento a lo largo del afio, se
acude a métodos de conservacion. El ensilado (o ensilaje) es uno de los métodos mas utilizados
de conservacién de forrajes frescos, el cual se basa en la adicién de conservantes quimicos o la
fermentacion lactica del material vegetal en condiciones de anaerobiosis. Los silajes (producto
final del ensilado) constituyen la porcién principal de la dieta del ganado vacuno en muchos paises
como Argentina, Brasil, Paraguay y Estados Unidos, por lo que la calidad de este producto es
fundamental. En las dltimas décadas, Argentina mostré una gran evolucién de la superficie
destinada a silaje de maiz, sorgo y pasturas en busca de una mayor eficiencia productiva de carne
y leche. Segtin datos del INTA, en la campafia 93/94 se ensilaron unas 80 mil ha de maiz y sorgo,
mientras en la campaiia 14/15 fueron 1,87 millones de ha [33].

Esta practica agropecuaria involucra diferentes etapas como la cosecha del cultivo en un
estado de madurez adecuado, el picado, el llenado del silo, la compactacién y sellado para
eliminar el aire, el almacenamiento y finalmente la apertura del silo para la alimentacién animal.
La fermentacién de la masa vegetal puede ser llevada a cabo por las bacterias lacticas presentes
en el material de partida o por la adicién de aditivos, principalmente inoculantes compuestos por
BAL seleccionadas. El proceso en general se basa en que estas bacterias metabolizan los
carbohidratos solubles (CHOS) del vegetal, produciendo 4cidos orgénicos (mayormente acido
lactico), lo que disminuye el pH del material, inhibiendo el desarrollo de microorganismos

deteriorantes [34].

3.2 Fases del ensilado

El proceso de ensilaje consta de distintas fases: fase aerébica, fase anaerdbica, fase estable
y fase de apertura y uso (Fig. 6). Estas etapas deben ser controladas cuidadosamente para lograr

el éxito del ensilaje, minimizando las pérdidas econémicas y los riesgos para la salud [35].

3.2.1 Fase aerdbica

En esta fase, el O, atrapado en la matriz del forraje mantiene la respiracioén de las plantas
y los microorganismos aerobios. Ademds, algunas enzimas del propio vegetal permanecen

activas, iniciando la descomposicién de proteinas y carbohidratos. Generalmente, las enzimas
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proteoliticas pueden producir una degradacién proteica importante, dando lugar a péptidos,
aminodcidos libres y nitrégeno no proteico. Asimismo, parte de los carbohidratos no estructurales,
principalmente el almidén, son transformados en azicares simples, los cuales son utilizados al
principio por levaduras, hongos y bacterias aerobias, generando dcidos grasos volatiles, otros
compuestos organicos y gases. Asi, en esta etapa se pueden producirse pérdidas de materia seca
y del valor energético y calidad del silaje. Idealmente, esta fase lleva solo algunas horas en un
cultivo finamente picado y bien compactado, y siempre que el silo se selle sin demora. Sin
embargo, en condiciones inadecuadas (cultivo muy seco, compactacion baja, tamafio de picado
muy grande, llenado lento, sin sellado) la fase aerébica puede llevar mds tiempo, ocasionando

pérdidas significativas.

3.2.2 Fase anaerdbica

Esta fase comienza cuando el contenido de oxigeno ha disminuido lo suficiente, y
continda por varios dias o hasta semanas, dependiendo de las propiedades del forraje y de las
condiciones del ensilado. La fase se caracteriza por la fermentacion de los CHOS por parte de las
BAL, generando 4cidos orgédnicos que disminuyen el pH. Ademds, microorganismos anaerobios
obligados y facultativos como Clostridium, enterobacterias, Bacillus y levaduras, compiten por
los nutrientes con las BAL. En un ensilaje exitoso, las BAL predominan y se vuelven dominantes,
mientras los demds tienden a decrecer, siendo en general superados primero por BAL de los
géneros Pediococcus, Leuconostoc 'y Streptococcus y, con el progreso de la fermentacidn,
Lactobacillus. La velocidad de estos cambios estd estrechamente relacionada con la tasa de
disminucién del pH y la produccién de acido lactico. Durante esta fase pueden ocurrir algunas
fermentaciones secundarias no deseadas, las cuales deben ser minimizadas. Por ejemplo, forrajes
muy humedos y con bajo contenido de CHOS son propensos a fermentacion butirica, por parte
de bacterias del género Clostridium, las cuales se desarrollan a pH superior a 4. Algunas especies
proteoliticas degradan nitrégeno proteico del forraje a dcido butirico y NH3, mientras otras
sacaroliticas degradan los azicares y 4cido lactico a dcido butirico y otros metabolitos. E1 NH3
producido tiende a elevar el pH de la masa vegetal, lo que favorece la proliferacién de otras
bacterias como Bacillus, que generan ain mis NHsz. Cuando el pH en el silo alcanza valores
superiores a 5, se acelera el desarrollo de éstos y otros microorganismos también perjudiciales
que generan la putrefaccion del forraje almacenado. También puede tener lugar una fermentacién

alcohdlica por levaduras, generando etanol y otros alcoholes.
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3.2.3 Fase estable

Durante la fase estable, el pH bajo y la acumulacién de los productos de fermentacion
reducen la actividad de la mayoria de los microorganismos presentes en el silaje. Sin embargo,
las enzimas 4cido-tolerantes contintian liberando CHOS por la hidrélisis de polisacaridos,
mientras se mantiene la anaerobiosis. La fermentacion por algunos Lactobacillus puede continuar,
por ejemplo L. buchneri. Algunas levaduras acido-tolerantes pueden mantenerse inactivas y

sobrevivir en esta fase, como también Clostridium y Bacillus, los cuales pueden formar esporos.

3.2.4 Fase de apertura del silo

Cuando los silos son abiertos para dar lugar a su utilizacién como alimento para el
ganado, y su contenido expuesto al aire, comienza la fase en la que los microorganismos aerobios
facultativos que permanecieron inactivos comienzan a desarrollarse. Al inicio de esta fase,
algunos microorganismos inician el deterioro metabolizando los dcidos organicos, generalmente
levaduras (ej. género Candida y Pichia), o bacterias acéticas. La oxidacién de estos acidos
incrementa el pH, generando condiciones mas adecuadas para el desarrollo de otros
microorganismos sensibles a la acidez, como ciertos mohos. El deterioro aerébico es la principal
causa de pérdidas de nutrientes en ensilajes, y frecuentemente responsable de la potencial
patogenicidad y toxicidad, lo que disminuye la performance animal y hasta genera enfermedades
y muertes en el ganado. La estabilidad aerébica se define como el tiempo en que el silaje
permanece sin signos de deterioro una vez expuesto al aire, lo que se determina por el aumento

de la temperatura interna del material (>2°C respecto a la temperatura ambiente) [36].

o
2 A
= -+ Oxigeno ~—  pH

| - - Enterobacterias — Bacterias lacticas
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levaduras deseables
______ 25w Fases del
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Aerobiosis Fermentacion Almacenamiento Apertura

Figura 6 — Principales cambios fisicoquimicos (pH y oxigeno) y de poblaciones microbianas que
se producen durante el proceso de ensilado. Imagen adaptada de Duniére et al. [34].
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3.3 Forrajes

Diversos factores afectan la calidad del silaje, entre ellos se encuentra la naturaleza del
forraje. Los silajes de maiz y sorgo son de los mds importantes en los sistemas de produccién
modernos. Estos son ricos en CHOS vy tienen escasa resistencia al descenso de pH (capacidad
buffer) durante la fermentacién, presentando buenas condiciones para el desarrollo de las BAL.
Por otro lado, los cultivos como verdeos de invierno y alfalfa, presentan dificultad al ensilar
debido a su alta humedad, bajos contenidos de CHOS disponibles respecto del contenido de
proteinas, y baja carga de BAL epifitas. El momento de corte es otro factor a tener en cuenta ya
que el estado de madurez 6ptimo y el contenido de materia seca (MS), deben asegurar un
contenido de CHOS disponibles adecuado para las bacterias y un maximo valor nutricional para
el ganado. En el caso del maiz y sorgo se recomienda un 35-40% de MS al momento de ensilar
[37]. La aplicacién de inoculantes bacterianos permite alcanzar pH menores, logrando una
adecuada estabilizacidn de los silajes con mayor contenido de MS. En el caso de la alfalfa, esta
deberia picarse cuando contenga alrededor del 40 — 45 % de MS. La avena es uno de los cereales
de invierno utilizados para ensilaje, cuyo contenido de MS recomendada al momento de su
cosecha varia, pero la mayoria de estos cultivos acepta un rango de 35 % a 50 % de MS.
Comparados al maiz y sorgo, los cultivos de invierno para silaje son recursos con menos
carbohidratos solubles y, por tanto, la fermentacion lactica durante el almacenamiento, atin con

un compactado adecuado, es mds lenta y menos estable.

3.4 Par@metros quimicos indicadores de la calidad del silaje

Para analizar la calidad del silaje se tienen en cuenta, entre otros, los siguientes
parametros quimicos [38]:

e Materia seca (% MS): es el porcentaje del forraje que no es agua. El contenido de
humedad varia de acuerdo al tipo de forraje, estado de madurez y estacién, por lo que los
demds pardmetros deberian expresarse siempre en base seca.

° pH

e Proteina bruta (% PB): incluye tanto el nitr6geno en forma de proteinas y péptidos,
como el nitrégeno no proteico, como nitratos, amonio, urea, aminas, aminodcidos libres.
No siempre un alto nivel de PB significa buen nivel proteico ya que los compuestos NNP,
solubles o muy degradables, poseen menor valor nutricional que las proteinas verdaderas.

e Lignina detergente acida (% LDA): es el principal factor que influye en la digestibilidad
de la pared celular vegetal. Es un componente fibroso sin valor energético para los

animales que puede afectar la digestibilidad de otros componentes fibrosos. Cuando el
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contenido de lignina aumenta, la digestibilidad, la ingesta y la performance animal
disminuyen.

Fibra detergente neutra (% FDNa): es un valor estimativo de la cantidad de fibra total
del forraje (celulosa, hemicelulosa y lignina). No siempre altos niveles significan
alimento “fibroso”, esto depende del grado de lignificacion. El nivel de FDN es utilizado
para predecir el consumo, ya que altos niveles en el forraje disminuyen la ingesta.

Fibra detergente acido (% FDAs): es una medida del contenido de celulosa ligada a
lignina. Este valor es un indicador indirecto del grado de digestibilidad del forraje, ya que
cuando este aumenta, la digestibilidad usualmente disminuye.

Cenizas (% Cz): es el contenido total de minerales, tanto macro (Ca, P, K, Mg) como
microelementos (Co, Cu, Mn, Fe, Zn y Se). Este valor representa de un 3 a un 15% de la
MS.

Extracto etéreo (% EE): representa la fraccion de lipidos del forraje. Valores superiores
al 14 % indican que el alimento no deberia integrar una gran proporcién de la dieta.
Durante el almacenamiento predisponen a enranciar los materiales cuando éstos no estan
adecuadamente acondicionados y pueden ser toxicos para las bacterias ruminales [39].
Nitrégeno amoniacal (% NH3/NT): una parte de la fraccién proteica del forraje es
degradada a péptidos, aminodcidos, aminas y amonio, por enzimas microbianas y
vegetales, reduciendo el valor nutricional del alimento. La concentraciéon de NH3
(expresado como un porcentaje del nitrégeno total) se utiliza como un indicador de la
degradacion proteica y, consecuentemente, de la mala conservacién. En general, de
acuerdo al pH y al NH3/NT, los forrajes pueden ser designados como muy buenos (pH <
4y % NH3/NT <5), buenos (pH 2 4 y % NH3/NT 5-15), regular (pH 24 y % NH3/NT <
15) y malo (pH 2 4 y % NH3/NT > 15).

Acidos organicos: el dcido lictico, principal producto de la fermentacion anaerdbica de
los CHOS del forraje, es un 4cido graso volatil que sirve de fuente de energia para el
rumiante. Una buen silaje contiene mas del 3%. El &4cido butirico es producto de
fermentaciones secundarias, no siendo adecuados aquellos silajes con valores superiores

a 0,1%. Este acido confiere olor pitrido al silaje, siendo rechazado por el animal.

3.5 Bacterias lacticas como inoculantes para ensilado

El uso de aditivos para ensilajes tiene como objetivo principal la conservacién del valor

nutritivo del forraje, asegurando una calidad higiénica y sanitaria adecuadas. Las principales

clases de aditivos utilizados son promotores de la fermentacién (inoculantes microbianos,

enzimas y sustratos fermentables), inhibidores de fermentaciones secundarias (4cidos y

formaldehido), inhibidores del deterioro aerébico (BAL, &cidos y sales), y nutrientes.

28



Infroduccién generall

Bésicamente, las BAL permiten la conservacion del forraje por medio de tres mecanismos
posibles: inhibicién del desarrollo microbiano por disminucién del pH, inhibicién por compuestos
anti-fingicos e inhibicién por produccion de bacteriocinas [40]. Ya que existen distintos tipos de
inoculantes bacterianos, compuestos por cepas de BAL individuales o combinadas, con adicién
de otros componentes como enzimas, la eleccién del inoculante a utilizar dependera

principalmente del forraje y del objetivo que se busque alcanzar.

3.5.1 Bacterias lacticas homofermentativas

Los inoculantes de primera generacion estin conformados por BAL homofermentantes,
principalmente L. plantarum (heterofermentante facultativa), especies de Pediococcus y
Enterococcus faecium, cuyo objetivo principal es acelerar la disminucién del pH por la
produccién de cido lactico. Existen numerosos estudios que indican que la inoculacién con estas
BAL produce silos con menor pH y contenido de CHOS, mayor contenido de MS y acido lactico,
y menor concentracién de NH3 y 4cido butirico, en comparacion con silajes no inoculados. La
eficacia de estos inoculantes depende de numerosos factores, siendo mayores los beneficios en
forrajes con baja carga de BAL epifitas y elevada capacidad buffer. Asimismo, aunque atn no se
conocen los mecanismos, la inoculacion mejoraria la performance animal aumentando la
produccién de leche. Sin embargo, la inoculacién con BAL homofermentantes puede disminuir

la estabilidad aerdbica, ya que el lactato puede ser utilizado como sustrato por las levaduras [41].

3.5.2 Bacterias lacticas heterofermentativas

Los problemas de estabilidad aerdbica llevaron al desarrollo de inoculantes de segunda
generacién, los cuales contienen una combinacion de BAL homofermentantes y BAL
heterofermentantes. Las dltimas pueden generar compuestos anti-flingicos, como 4cido acético y
propidnico. L. buchneri es la BAL heterofermentante mdés utilizada, debido a su capacidad de
degradar el 4cido l4ctico a 4cido acético, 1,2-propanodiol y trazas de etanol, en condiciones
anaerdbicas y valores de pH 4cidos [42]. L. brevis es también utilizado para mejorar la estabilidad

aerdbica de silajes, sin embargo, lo hace con menor eficiencia que L. buchneri [43].

3.6 Inoculantes comerciales

Existe una amplia variedad de inoculantes bacterianos comerciales para ensilajes, siendo
la gran mayoria producidos por empresas extranjeras. Estos inoculantes estdn compuestos por
combinaciones de distintas especies de BAL, incluso algunos contienen otros componentes como

enzimas. La eleccién del inoculante depende del objetivo que se persigue, por ej. acelerar el
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proceso de fermentacién o aumentar la estabilidad aerdbica del silaje. En la tabla 3 se presenta un

cuadro con algunos inoculantes disponibles en el mercado y sus principales caracteristicas.
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Tabla 3 — Inoculantes comerciales para silos disponibles en el mercado.
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Nombre Forraje Microorganismos Dosis (ufc/g) Enzimas Formato Empresa
E. faecium, L. plantarum, P. .
. , . . M h A
Lactisil Maiz Maiz pentosaceus, L. casel, 1,5x10° No - edip .arm >
. (Chile)
L. buchneri
Silobac 5 Maiz, s?rgo y grano L. plantarum K270, 510 No Liofilizado
himedo L. plantarum PA20
5 L plantarum CHR Hansen
Silobac MP Soja, alfalfa y pasturas - plantarum, >10° No Liofilizado
P. pentosaceus
L. curvatus, L. plantarum, Complejo Concentrado soluble en
Lactosilo Maiz, sorgo, alfalfa L. acidophilus, P. acidilactici, >10° multienzimatico AeUa
E. faecium, L. lactis Celulolitico & BASE
L. curvatus, L. plantarum, Complejo
Lactosilo Gold Maiz, sorgo, alfalfa L. acidophilus, P. acidilactici, - multienzimatico Liofilizado
E. faecium, L. lactis, L. buchneri celulolitico
Celulasa,
. L E. jium, L. , i )
Sil-All 4x4 Cualquier tipo fagc./um. - p/antqrum 106 Hemicelulasa Granulado soluble en All-Tech
P. acidilactici, L. salivarius Pentosanasa, agua
Amilasa
Sila-Bac 11 CFT Granos L. casei, L. buchneri >10° Si Liquido
. E. jum, L. plant , L
Sila-Bac 11 C33 Granos faecium, L. p an. arum >10° No Liquido
L. buchneri
. E. jum, L. plant , L Pioneer
Sila-Bac 11 G22 Pasturasy cereales faecium, L. p an. arum >10° No Liquido
L. buchneri
BiotalSilagelnoculant I Maiz, alfalfa, cereales, P. pentosaceus, L. plantarum >10° Si Granulado, concentrado
pasturas soluble en agua
BiotalBuchneri 40788 Grano de alta L. buchneri 40788 5x10° S Concentrado soluble en
humedad agua Lallemand
. Pasturas, leguminosa, Propionibacterium, freudenreicheii S . Granulado, concentrado (Canada)
>
Biotal Plus Il cereales R2453, P. pentosaceus 12455 1,2x10 3 soluble en agua
Volac International
. < Lo
Ecosyl 100 Varios L.plantarum MTD/1 >10 No Liquido o en polvo Limited (UK)
Maiz, sorgo, granos o .
SiloFull humedos, pasturas, P aad//act/c./, L p'/antarum, >10° No Liquido Alterblo.S.A.
) i L. acidophilus (Argentina)
alfalfa, trébol, soja
L. plantarum MA18-5U, Katec Lallemand
BioMaxMilho Maiz y sorgo Propionibacterium, acidipropionici - No Polvo

MA 26/4U

(Brasil)
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Grano humedo y pre-

BactoSilo MS Propionibacterias - No Polvo
secado
. Forrajes de alta L. plantarum MA18-5U .
’ - Pol
BactoSilo Master humedad P. acidilactici MA18/5M = oo
I Mafs, K Lall
LalsilMilho as s?rgo y grano L. plantarum MA18/5U - No Polvo atecla gmand
humedo (Brasil)
Gramineas, maiz P. acidilactici MA18/5M
. .; ’ 4 - N P |
Lalsil CL sorgo y girasol L. plantarum MA18/5U ° oo
P. 124 lubl
Trilac 3300 i pentosaceus 55, 33105 i Concentrado soluble en
L. plantarum agua
. ) L. plantarum, P. acidilactici 33-06,
™ V ’ ’ - lul Pol
FeedTech™ Silage F20 arios L. lactis SR3.54, E. faecium M74 Celulasa olvo
FeedTech™ Silage F400 - L. buchneri - - - Delaval
. L. plantarum, P. acidilactici,
™ _ 7 7 _ _ _
FeedTech™ Silage F600 L. lactis, E. faecium, L. buchneri
P. acidilactici Ls72, Enzimas
BioSilo - L. plantarum Ls71, L. buchneri - " Liofilizado Fragaria (Argentina)
celuloliticas
Ls141
. Maiz, sorgo, alfalfa, L. plantarum, L. lactis, , ) .
Bemix plus verdeos P. acidilactici Segun forraje Liofilizado Nexus Agro
. i . . j , . . A iti
Bemix buc Maiz, sorgo, alfalfa, . p.la.ntaryrln, L lactis, . Segun forraje - Liofilizado (Argenitina)
verdeos P. acidilactici, L. buchneri
. Diagramma
Diasil - - - - .
iasi (Argentina)
Soyker - L. casei, L. lactis, L. plantarum. - - Polvo Biotay
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3.7 Técnicas NGS aplicadas en ensilados

Mediante el uso de técnicas microbioldgicas dependientes de cultivos, se ha definido el
papel fundamental de las BAL en el proceso de ensilaje y la contribucién de microorganismos
como Clostridium, Bacillus, levaduras y mohos en el deterioro del silaje. Estos estudios se basan
en aislamientos, recuentos y caracterizaciéon de un nimero limitado de microorganismos que
pueden cultivarse en el laboratorio, utilizando medios agarizados selectivos y condiciones
especificas de incubacioén (tiempo, temperatura, aerobiosis/anaerobiosis). La microbiota epifita y
las poblaciones microbianas asociadas al ensilaje son muy complejas, y la evidencia sugiere que
muchos miembros de estas poblaciones pueden encontrarse en un estado viable pero no cultivable,
o sencillamente no desarrollarse en las condiciones de cultivo utilizadas, lo que resulta en una
subestimacion de la diversidad microbiana asociada al ensilaje. Los avances en las técnicas de
secuenciaciéon masiva (NGS, Next Generation Sequencing) en los ultimos afios, han
revolucionado el campo de la ecologia microbiana. En particular, las técnicas de NGS aplicadas
a ensilajes, han hecho posible la secuenciacién del ADN microbiano extraido a partir de muestras
en las distintas etapas del proceso, es decir, forrajes frescos, durante el ensilaje, luego de ser
expuesto al aire, e incluso del rumen luego del consumo por el animal [44]. Existen dos
metodologias basadas en NGS, por un lado, la secuenciacion “shotgun”, la cual involucra la
secuenciacion del ADN total de una muestra, y por otro lado el “metaprofiling” (o perfilado
genético a gran escala), la cual se basa en la secuenciacion de un solo gen, marcador o amplicon,
por ejemplo, el gen que codifica para el 16S rRNA en procariotas o sus regiones variables, siendo
esta ultima la mas utilizada por su menor costo.

Desde 2013 se han comenzado a aplicar estas técnicas de secuenciaciéon de nueva
generacion en el estudio de poblaciones microbianas en ensilajes de diversos forrajes como
alfalfa, pasturas, trébol rojo, maiz, trigo, ryegrass, avena, cebada y triticale [45]-[58]. La
metagendmica ha sido utilizada en estos trabajos para describir la evolucidn de las poblaciones
bacterianas durante el proceso de fermentacion, comparando la microbiota epifita del forraje
fresco con aquella asociada al producto final, con o sin la adicién de inoculantes. También para
comparar entre estas poblaciones microbianas durante el ensilaje de distintos tipos de forrajes o
la variabilidad temporal y espacial de las comunidades en ensilajes a gran escala. En estos trabajos
se ha informado como comportamiento general una disminucién de la diversidad bacteriana en el
transcurso del proceso de fermentacion, y un dominio de BAL a lo largo del proceso. Asimismo,
la naturaleza de la microbiota epifita y del silaje al final del proceso depende en gran medida de
la naturaleza del forraje y de las condiciones ambientales. Si bien las técnicas dependientes de
cultivos siguen siendo fundamentales en el aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas con

potencial para el desarrollo de inoculantes bacterianos, las técnicas NGS profundizaran el
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conocimiento de la ecologia microbiana de ensilajes, lo cual es importante para la mejora de la

calidad y seguridad de los productos y para el desarrollo nuevos inoculantes.

3.8 Bacterias lacticas como probidticos en rumiantes

La microbiota de rumiantes se ha convertido en un foco de interés para veterinarios,
nutricionistas y microbiélogos, con vista a seleccionar microorganismos con un impacto positivo
en la salud y productividad animal, para promover su permanencia y eficacia como aditivos en la
alimentacién del ganado. Los efectos mds significativos de probidticos en rumiantes han sido
informados durante periodos especificos de estrés como destete, durante la lactancia y luego de
un cambio de dieta. El objetivo principal del uso de probidticos en el ganado vacuno es la
promocién de la salud, evitando y/o reduciendo la acidosis ruminal, mejorando el aumento de
peso y la eficiencia alimentaria, asi como la reduccién de patégenos como Escherichia coli
O157:H7 en materia fecal [59]. Por otro lado, los alimentos fermentados, como silajes, son una
fuente rica en microorganismos vivos, con efectos beneficiosos potenciales que pueden ejercer su
accion a través de distintos mecanismos, como la produccién de compuestos inhibidores, la
exclusidon competitiva, la mejora de los pardmetros de fermentacién ruminal o tener efectos
inmunomoduladores (Fig. 7). Sin embargo, la investigacién en rumiantes no es tan extensa como
en los monogastricos, y la mayoria de los estudios solo se han centrado en el impacto de estos
microorganismos sobre la fermentacién ruminal y el rendimiento productivo, dejando de lado el
analisis de los efectos a nivel intestinal [60].

Aunque hasta el momento, los efectos y mecanismos de accidn de estos microorganismos
en el intestino no han sido bien definidos en rumiantes, en general se acepta que pueden mejorar
el equilibrio microbiano, reducir la concentracidn de patégenos, afectar la absorcioén de nutrientes
y las respuestas inmunitarias, tal y como se ha definido en los animales monogéastricos (Fig. 8).
Entre los mecanismos de accién se han propuesto la inhibicién del desarrollo de patégenos por
disminucién del pH intestinal, competencia por sitios de adhesién y/o nutrientes, secrecion de
compuestos antimicrobianos, mejora de la funcién de la barrera intestinal y estimulacion del
sistema inmune. Los productos comerciales mds comunes para los rumiantes son levaduras
(Saccharomyces cerevisiae), bacterias lacticas, Bifidobacterium, Propionibacterium y Bacillus.
Entre las BAL, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. lactis E. faecium se han utilizado como

probidticos en el ganado de engorde [59].
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Figura 7 — Panorama general de los potenciales beneficios del consumo de microorganismos
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adaptada de Ban & Guan (2021).
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Figura 8 — Modos de accién de los microorganismos beneficiosos y/o probidticos a nivel
intestinal propuestos en rumiantes. A) Aumento de la funcién de la barrera intestinal, B)
Reduccidn del pH ruminal por produccion de dcido lactico, C) produccién de compuestos con
accién antimicrobiana (ej. dcidos organicos, bacteriocinas), D) adherencia y competencia por
nutrientes, E) estimulacién de la respuesta inmune del hospedador, F) estimulacién del sistema
nervioso (ej. serotonina). Imagen adaptada de Ban & Guan (2021).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar nuevos productos tecnolégicos en base a bacterias l4cticas autdctonas con

capacidad fermentadora de matrices vegetales.

Obijetivos especificos

Aislar e identificar cepas de BAL presentes naturalmente en diversos forrajes.

Caracterizar cepas aisladas de BAL homofermentantes en funcién de su capacidad de
fermentacion en ensilajes de diferentes materiales forrajeros.

Caracterizar cepas aisladas de BAL heterofermentantes en funcién de su potencial para
incrementar la estabilidad aerdbica de silajes.

Estudiar la dindmica bacteriana en ensilajes de sorgo utilizando técnicas independientes del
cultivo.

Estudiar el potencial inmunomodulador de las BAL.

Estudiar la capacidad promotora de la salud intestinal de silos de sorgo como un potencial plus
probidtico de inoculantes.

Estudiar la performance de BAL en el desarrollo de alimentos vegetales fermentados a base
de avena o zanahoria.

Estudiar la capacidad promotora de la salud intestinal de vegetales fermentados, inoculados

con cepas de BAL con potencial inmunomodulador
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AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE
BACTERIAS LACTICAS A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL
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1. INTRODUCCION

Los forrajes conservados, particularmente en forma de silajes, constituyen una porcién
importante de la dieta del ganado vacuno en numerosos paises productores de leche y carne. La
calidad del silaje influye directamente en la produccién animal, viéndose afectada la digestibilidad
y el consumo, cuando la calidad disminuye. Para contribuir a la conservacién del valor nutritivo
del silaje, suelen utilizarse aditivos como conservantes quimicos, enzimas, sustratos, nutrientes e
inoculantes bacterianos, y hasta combinaciones de ellos como por ejemplo inoculantes que
contienen bacterias 4cido lacticas combinadas con enzimas celuloliticas. Algunas de las
caracteristicas buscadas en un aditivo son: seguro y de facil manejo, reduccién de pérdidas de
materia seca, no aumentar produccién de efluentes, mejorar la calidad higiénica del silaje, limitar
fermentaciones secundarias, aumentar la estabilidad aerébica y mejorar la eficiencia de utilizacién
del silaje [61]. Los inoculantes bioldgicos son los aditivos mas utilizados debido a que son los
que mejor se adecdan a estas caracteristicas. Lactobacillus plantarum, Pediococcus pentosaceus
y Enterococcus faecium son, probablemente, las especies de BAL mads utilizadas en inoculantes
para silos, siendo responsables del descenso acelerado del pH y estabilizaciéon del material
forrajero, principalmente a través de la produccién de 4cido lactico [40]. En la etapa final, al abrir
los silos para el suministro del alimento a los animales, el material fermentado es expuesto al aire
y comienza un proceso de deterioro del silaje, llevado a cabo principalmente por levaduras que
asimilan lactato, manifestdindose en un incremento de la temperatura de la masa vegetal seguido
de un aumento del valor de pH. Esto ultimo permite el crecimiento de microorganismos no
deseados, ya sean deteriorantes y hasta posibles patdgenos [62], lo cual disminuye el rendimiento
por un menor consumo de alimento y riesgos para la salud del animal, ademds de posibles efectos
negativos sobre la poblacién humana. Para superar este problema, se utilizan las BAL
heterofermentantes, las cuales a través de la produccién principalmente de dcido acético, inhiben
el desarrollo de hongos y levaduras, aportando a la conservacion del material en contacto con el
aire. La especie L. buchneri es actualmente, y ha sido por mas de dos décadas, la mas utilizada
con este objetivo [63], [64]. Actualmente existen inoculantes compuestos de varias especies que
combinan homofermentantes con heterofermentantes y hasta la adicion de enzimas. En general,
un uso adecuado de los inoculantes depende de los propdsitos especificos que se persiguen. Por
otro lado, existen cuestiones de gran interés en el desarrollo de inoculantes para ensilados, como
la eficiencia de las cepas en la fermentacién de distintos forrajes y la concentracion a ser aplicada
para alcanzar los efectos deseados.

El aumento en la demanda de estos aditivos por parte del sector productivo fomenta el
desarrollo de inoculantes cada vez mas eficientes y multifuncionales. Las empresas que

desarrollan este tipo de productos estdn en constante bisqueda de nuevas cepas de BAL que
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posean caracteristicas deseables y sean capaces de preservar el material y evitar asi pérdidas a lo
largo del proceso de ensilaje y la alimentacién animal. El aislamiento de nuevas cepas de BAL
para su aplicacién en ensilados ha sido una préctica comun llevada a cabo a lo largo de los afios,
y posee ain gran importancia a nivel global [65]-[67] debido, ademds, al interés en colectar
diversas cepas para futuras aplicaciones, no solo como inoculantes sino también en otros
alimentos vegetales para uso animal y humano [68]. En Argentina, el mercado de inoculantes es
altamente dominado por productos importados producidos con cepas extranjeras, siendo los
paises Europeos los que lideran este mercado, con un 44% del mercado de aditivos para ensilajes
[69]. La disponibilidad de cepas de origen local podria promover el desarrollo de productos
nacionales que fomenten nuestra economia. Asimismo, las principales empresas de inoculantes
del mercado estdn ampliando sus unidades de negocio en varias zonas geogréaficas, centrindose
en acuerdos y asociaciones con actores locales, incluyendo a los investigadores, introduciendo
nuevos productos mediante inversiones en [+D [69]. Por ejemplo, la empresa Fragaria S.R.L.
(Villa Canas, Santa Fe) y el INLAIN (UNL-CONICET) han desarrollado, a través de un convenio
de I+D, un inoculante para silos liofilizado compuesto por cepas de BAL de las especies
L. plantarum, P. acidilactici y L. buchneri, aisladas a partir de maiz. Ademds, la importancia de
la investigacidon y evaluacién de nuevas cepas adaptadas a los procesos de fermentacién de
distintos forrajes locales ha sido destacada recientemente en un estudio realizado por Amaral et
al. [70], resaltando que los resultados dependen principalmente de la cepa en estudio y de su
interaccion con el forraje.

El presente capitulo se centra en el aislamiento de cepas de BAL a partir de distintos
sustratos vegetales, el estudio de la capacidad de fermentacién cruzada en silos de distintos

materiales, y en la bisqueda de nuevas especies candidatas a aumentar la estabilidad aerébica.
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2. OBIJETIVOS

Aislar e identificar cepas autdctonas de BAL presentes naturalmente en diversos forrajes.

v’ Caracterizar cepas aisladas de BAL homofermentantes en funcién de su cinética de
crecimiento en distintos medios de cultivo y su capacidad de fermentacién cruzada en
ensilajes de diferentes materiales forrajeros.

v’ Caracterizar cepas aisladas de BAL heterofermentantes en funcién de su capacidad de

produccidn de dcidos orgdnicos e incremento de la estabilidad aerébica de silajes.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Aislamiento de bacterias ldcticas a partir de sustratos
vegetales

3.1.1 Recoleccion de muestras y confeccion de micro-silos para fermentacion

espontdnea

Se recolectaron muestras de una amplia variedad de materiales vegetales en campos de
la provincia de Santa Fe (zona de Esperanza, Rafaela, Cavour, Grutly, Pozo Borrado y Candioti)
y Buenos Aires (Pergamino y Tandil) durante el afio 2016: alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea
may), sorgo (Sorghum spp.), ryegrass (Lolium perenne), arroz (Oryza sativa), cebada (Hordeum
vulgare), canola, Gatton panic, Melilotus albus, soja (Glycine max), trébol blanco (Trifolium
repens), trigo (Triticum spp.), girasol (Helianthus annuus), avena (Avena sativa), y moha (Setaria
itdlica). Se cosecharon aproximadamente 2 kg de cada vegetal en el estado fisiolégico adecuado
para el ensilado (de acuerdo al criterio del productor local del cual se obtuvieron las muestras), se
transportaron inmediatamente hacia el laboratorio y se procesaron (aproximadamente 1 kg)
utilizando un triturador de laboratorio (BIMG-METVISA, Brasil), excepto el maiz y sorgo, los
cuales fueron triturados a campo mediante el equipamiento agricola adecuado (picadoras de maiz
y sorgo). Luego de ser triturado, el material fue ensilado a pequefia escala, utilizando el siguiente
sistema: se envasaron porciones de 500 g de cada material en bolsas de polietileno (Cryovac:
BBA4LA), se sellaron al vacio en envasadora (Turbovac, Bosch) y se incubaron a 35 °C (MiLab,
SPX-250 B III, China). Se permiti6 la fermentacién hasta que el silaje alcanzé un valor de pH
menor o igual a 4,5 (Orion 3 Star, Thermo Fisher Scientific, Beverly, MA, Estados Unidos), el

cual fue medido en réplicas de los micro-silos.

3.1.2 Aislamiento de bacterias lacticas

En la figura 9 se muestra un esquema general del proceso de aislamiento, seleccién y
caracterizacién desarrollado en este capitulo de Tesis. Para el aislamiento de BAL, se tomaron
muestras de 10 g del material fermentado en los micro-silos (pH < 4,5) y se homogeneizaron en
stomacher (3 min, alta velocidad, 3 ciclos) con 90 ml de agua destilada estéril en bolsas Nasco
Whirl-Pak® (Estados Unidos). Se realizaron diluciones seriadas de los sobrenadantes en agua de
peptona 0,1 % (p/v) (Britania, Buenos Aires, Argentina) y se sembraron en superficie en MRS
agar (Biokar, Beauvais, Francia). Las placas de Petri fueron incubadas en aerobiosis a 35 °C
durante 48 h. Las colonias que presentaron morfologia compatible con BAL en el microscopio de
contraste de fases (1000 x) fueron aisladas y purificadas por estrias sucesivas en MRS agar. A

continuacién, se realizé coloraciéon de Gram y se analiz6 movilidad, actividad de catalasa,
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formaciéon de esporos y producciéon de gas (campana de Diirham) en MRS utilizando
procedimientos estdndares. Los aislamientos de BAL homo y heterofermentantes presuntivos

fueron almacenados a -20 y -70 °C en caldo MRS suplementado con glicerol al 20 % (v/v).

3.2 Identificacion de los aislamientos por MALDI-TOF

La identificacidn preliminar de los aislamientos se realizé mediante el andlisis de los
espectros peptidicos obtenidos por espectrometria de masas MALDI-TOF MS (por sus siglas en
inglés Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry), usando
el espectrémetro de masas AXIMA Performance™ (Shimadzu Scientific Instruments, Estados
Unidos). La determinacién fue llevada a cabo por el Laboratorio de Espectrometria de Masas de
la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Litoral. Segtin
el protocolo, se coloc6é una muestra de cada colonia fresca sobre un pocillo de la placa metdlica
especifica, se agregd 1 ul de la matriz organica 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA) y se
dej6 evaporar el solvente a temperatura ambiente. Por wltimo, se introdujo la placa con las
muestras en el equipo y se procedio al andlisis, utilizando la cepa Escherichia coli DH5-0. como
control positivo. Para el andlisis de los espectros obtenidos se empleé el software SARAMIS
(Kratos Analytical Ltd., Reino Unido), considerando un porcentaje de similitud mayor al 70 %
con los espectros de la base de datos de referencia (SARAMIS) para la asignacién taxondmica de

las muestras analizadas.

3.3 Caracterizacion y seleccion de cepas de L. plantarum

3.3.1 Capacidad de crecimiento de L. plantarum en medio extracto vegetal

Se estudi6 la capacidad de desarrollo de los aislamientos correspondientes a L. plantarum
obtenidos a partir de alfalfa, avena, sorgo y maiz, en medios de crecimiento vegetales preparados
a partir de cada uno de estos cuatro forrajes. Los medios extracto vegetal (MEV) se prepararon a
partir de muestras frescas de alfalfa (MEAI), avena (MEAVv), sorgo (MES) y maiz (MEM), las
cuales fueron trituradas y homogeneizadas con agua destilada (1:10) en stomacher (3 min, alta
velocidad, 3 ciclos) y la suspension obtenida se filtrd (papel filtro Quanty JP41 Faixa Preta, Brasil)
y centrifugd (5000 x g, 10 min, 8 °C). Finalmente, se recolecto el sobrenadante, se ajusté su pH
a 6,5 con NaOH 1 M, y se esteriliz6 (121 °C, 15 min). Para obtener la cinética de crecimiento,
cada cultivo overnight en caldo MRS (2-3x10° ufc/ml) se lavé 2 veces con buffer PBS (solucién
salina de fosfato, pH 7,4), se realiz6 una dilucién 1/10 en buffer PBS y se inocul6 al 1% (v/v) en
cada MEV en una concentracién final del orden de 10° ufc/ml. La suspensién de cada L.
plantarum fue distribuida en microplacas de 96 pocillos (300 pl/pocillo) y se midié densidad

optica (570 nm) cada 30 min en un Fotémetro de microplacas (Thermo Scientific Multiskan FC)
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a 35 °C en aerobiosis. Los pardmetros cinéticos [max (tasa mdxima de crecimiento como variacién
de DOs70nm en funcién del tiempo (h)) y A (fase lag, h) se obtuvieron utilizando el complemento
DMFit version 3.5 (Institute of Food Research, Norwich Research Park) de Microsoft Excel,
ajustando las curvas obtenidas al modelo de Gompertz modificado segliin Zwietering et al. [71].
En paralelo, 5 ml de cada MEV inoculado fue incubado en tubos de ensayo a 35 °C en aerobiosis,
y se determiné pH y recuento celular a las 24 y 48 h. Los resultados se expresaron como Alogio
(ufc/ml), donde A se refiere a la diferencia entre el recuento a las 24 y 48 h con respecto al recuento
celular inicial (tiempo 0). Cada aislamiento fue ensayado independientemente por triplicado. Por
ultimo, una vez seleccionadas las cepas de L. plantarum a partir de su comportamiento en el
presente ensayo, las mismas fueron utilizadas en un ensayo de fermentacidn cruzada (todas las

cepas en cada uno de los MEV), utilizando la misma metodologia aqui descripta.

3.3.2 Confirmacion de identidad y diversidad genotipica de las cepas de
L. plantarum

La identidad de los aislamientos de L. plantarum seleccionados a lo largo de esta tesis
fue confirmada por secuenciacion parcial del gen 16S ARNr. Para esto, la extraccion del ADN
total se realiz6 de la siguiente manera: se partié de 1,5 ml de cultivo fresco (MRS, 37 °C, 18 h),
se centrifugd (16000 x g, 2 min, 4 °C), se lavd el pellet y se procedi6 con la extraccién usando el
kit comercial GenElute Bacterial Genomic DNA (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Para la amplificacién de los fragmentos de ADN de
1500 pb, correspondientes al gen 16S ARNTr, se utilizaron los cebadores pA forward (5°-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y pH reverse (5-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3%)
[72]. Las amplificaciones (reacciones PCR) fueron realizadas utilizando 2 pl del ADN diluido
(1:50), 2,5 U Taqg DNA polimerasa (GE Healthcare, Reino Unido), 200 ul dNTPs (GE Healthcare)
y 100 nM de cada cebador (Sigma-Genosys, Estados Unidos) en un volumen final de 50 ul. Las
reacciones se llevaron a cabo en un termociclador GenAmp PCR System (Applied Biosystem,
Estados Unidos) en las siguientes condiciones: 3 min a 94 °C, 36 ciclos de desnaturalizacién de
1 min a 94 °C, etapa de hibridacion de los cebadores durante 2 mina 51 °C, y un ciclo de extension
durante 6 min a 72 °C. Los productos de la PCR fueron separados en gel de agarosa 0,8 % (p/v)
en TBE buffer, tefiidos con GelRed (Biotium, Hayward, CA, Estados Unidos) y visualizados bajo
luz UV. La posterior purificacién de los amplicones se realizé con GenElute™ PCRClean-Up Kit
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). La secuenciacién de los fragmentos purificados se realiz6 en
el Servicio de Secuenciacién Macrogen (Setl, Corea) y las secuencias nucleotidicas obtenidas
fueron comparadas con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank del National
Center for Biotechnology Information (NCBI), a través de un alineamiento basico BLAST para

determinar la identidad de los aislamientos seleccionados.
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La diversidad genotipica de los aislamientos de L. plantarum seleccionados se estudi6
mediante un andlisis de RAPD-PCR (Random Amplification of Polimorphic DNA), usando dos
cebadores arbitrarios B10 (5’-CTGCTGGGAC -3) y M13 (5’- GAGGGTGGCGGTTCT-3’), en
reacciones independientes. Las reacciones de PCR se realizaron en las siguientes condiciones:
volumen final de 25 ul con 1 ul de ADN como templado, 2,5 U de Taq polimerasa (Sigma,
Estados Unidos) y una concentracién final de 500 nmol/I para el cebador B10 y 1000 nmol/l para
el cebador M13, Las reacciones de RAPD-PCR se realizaron segin Binetti et al. [73] para el
cebador B10, y segin Giraffa et al. [74] para el cebador M13, El marcador molecular de ADN 1
kb plus DNA Ladder (Sigma, Estados Unidos) fue utilizado como estdndar en los geles de
agarosa. Las imdgenes digitales de los geles de agarosa obtenidos se analizaron mediante el
software BioNumeric 6.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). El método de
agrupamientos, Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Average (UPGMA) [75], se
utilizé para generar el dendrograma a partir de los perfiles de bandas obtenidos, luego de

normalizar y medir la densidad de las mismas.

3.3.3 Evaluacion de cepas de L. plantarum como inoculante en micro-silos
3.3.3.1 Confeccioén de micro-silos

Se confeccionaron micro-silos de avena, alfalfa, sorgo y maiz utilizando el procedimiento
general [36], descrito a continuacién. El material vegetal correspondiente (avena, sorgo y maiz)
fue cosechado y picado a campo (largo aproximado 10-17 mm) por mdquinas agricolas, y
trasladado al laboratorio para ser inmediatamente procesado. Por otro lado, se prepararon las
suspensiones de BAL a ser estudiadas: cultivos overnight (16 h, 37°C, aerobiosis, caldo MRS)
fueron centrifugados (5000 xg, 15 min, 8°C), lavados 2 veces con buffer PBS y resuspendidos en
NaCl 0,85 % (p/v). Para la confeccién de los micro-silos, el material picado se rocid, a razén de
20 ml/kg de forraje fresco, con la suspensiéon de la cepa correspondiente de BAL en una
concentracién adecuada, segin el disefio experimental. El control (no inoculado) fue rociado con
la misma cantidad de NaCl 0,85% (p/v). En cada ensayo, todos los tratamientos se aplicaron al
mismo tiempo. El material inoculado fue distribuido en porciones de 1 kg y envasado en bolsas
de polietileno (Cryobac: BB4LLA) y cerrados al vacio (Turbovac, Bosch). Los micro-silos fueron
mantenidos a temperatura ambiente (25 °C) por diferentes periodos de tiempo dependiendo del
ensayo especifico. Los micro-silos se confeccionaron por triplicado para cada punto de muestreo.
Este protocolo fue utilizado a lo largo de este trabajo de Tesis para el estudio de la capacidad de
ensilado de las cepas de BAL seleccionadas.

En el caso particular de la alfalfa, la misma se dej6 orear durante 4 h previo al traslado al

laboratorio, donde fue ensilada en baldes de 5 kg.
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3.3.3.2 Ensayo de dosis-respuesta

Se estudid el efecto de la dosis de inoculacién de BAL en la fermentacién del maiz
utilizando las cuatro cepas de L. plantarum seleccionadas en base a su comportamiento en los
MEV (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15), para lo cual se confeccionaron micro-silos de maiz segin
lo descripto anteriormente (3.3.3.1). L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15 se inocularon a
una concentracién inicial de 10%, 10°, 10° y 107 ufc/g de material fresco. Se us6 el control sin tratar
rociado con NaCl 0,85 % (p/v). El recuento de BAL totales y el valor de pH fueron determinados

en triplicados independientes a tiempo inicial y luego de 24, 48, 72 h y 30 dias de fermentacion.

3.3.3.3 Fermentacion cruzada

Denominamos fermentacion cruzada a la utilizacién de una cepa de L. plantarum para la
fermentacion de un forraje diferente al forraje del cual se aislé la misma. En este ensayo se
confeccionaron micro-silos de avena, alfalfa, sorgo y maiz, segin lo descripto (3.3.3.1),
inoculados con L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15 en una concentracién del orden de
10° ufc/g de forraje picado. El silo control fue rociado con el mismo volumen de NaCl 0,85 %
(p/v). Se realizaron los recuentos microbioldgicos y la determinacién de pH a distintos tiempos
de almacenaje, dependiendo de la naturaleza del forraje: 0, 2 y 30 dias (avena); 0, 3 y 30 dias
(alfalfa); 0, 1, 3 y 30 dias (sorgo y maiz). Los micro-silos fueron realizados por triplicado para
cada tiempo de muestreo. El recuento de BAL totales se realizé en MRS agar (37 °C, 48 h,
aerobiosis) y el de levaduras y hongos en Glucosa Cloranfenicol agar (Biokar, Francia) (25 °C, 7
dias, aerobiosis). Las siguientes determinaciones fueron realizadas solo a tiempo inicial y luego
de 30 dias de fermentacién: materia seca (% MS; PROMEFA-v2 AOAC, 1990 N°130.15 and N°
167.03), proteina bruta (% PB; AOAC, 1998 N° 976.05), cenizas (% Cz, AOAC1990 N1C
942.05), fibra detergente acido (% FDAs; Método ANKOM basado en la norma ISO13906:2008),
fibra detergente neutro (% FDNa; método ANKOM basado en la norma ISO16472:2006), Lignina
detergente acido (% LDA; PROMEFA-v2, ANKOM), extracto etéreo (% EE; AOAC 1999
N°920.39). Ademads, se cuantificé el Nitrégeno amonio/Nitrégeno total (N-NH3/NT; Blain and
Urtunette, 1954) luego de 2 y 30 dias para avena, 3 y 30 dias para alfalfa, 1 y 30 dias para sorgo
y maiz. Los andlisis se realizaron por triplicado en el Laboratorio de Forrajes del Instituto

Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA, Rafaela, Santa Fe, Argentina).
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3.4 Seleccion de BAL heterofermentantes

3.4.1 Produccién de dcido lactico y acético

Se evalu6 la capacidad de produccién de 4cido lactico y acético de 37 cepas de BAL
heterofermentantes aisladas en este trabajo. Ademads, dos cepas de L. buchneri, Ls141 y 463,
fueron usadas como referencia. Ls141 fue aislada de silos de maiz en un trabajo previo [36] y es
actualmente utilizada en un inoculante comercial producido en Argentina (Biosilo), producto de
la transferencia tecnoldgica de tres cepas aisladas por el grupo de trabajo a la empresa santafesina
Fragaria S.R.L. (Villa Canas, Santa Fe). Por otro lado, L. buchneri 463 fue aislada de salsa de
tomate comercial deteriorada, siendo amablemente proporcionada por el Dr. Juan Martin Oteiza
(CIATI, Villa Regina, Rio Negro). Se parti6é de un cultivo overnight en MRS caldo (35 °C) de
cada cepa y se realizaron dos repiques sucesivos al 1 % (v/v) en 10 ml de MRS caldo
suplementado con cisteina (0,1 % (p/v)), y se incubaron a 35 °C en anaerobiosis durante 18 h. Se
realizé un tercer repique en las mismas condiciones, incubando durante 72 h. Los cultivos fueron
centrifugados (5000 xg, 10 min, 8 °C) y los sobrenadantes recolectados y filtrados (filtros de 0,45
um de Nitrato de Celulosa, Sartorius, Francia). La cuantificacién de 4dcidos lactico y acético se
llevé a cabo por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC). El sistema cromatografico
consistié en una bomba cuaternaria, desgasificador en linea, inyector manual, horno para control
de temperatura de la columna y dos detectores en linea de UV-visible (210 nm) e indice de
refraccion (Perkin Elmer, Estados Unidos). La separacién cromatografica se realizé a 65 °C con
H>S0410 mM como fase mévil a un flujo isocritico de 0,6 ml/min, utilizando una columna
Aminex HPX-87H (300 x 7,8 mm) equipada con un protector de columna Aminex Cation-H (Bio-
Rad Laboratories, Estados Unidos). Los sobrenadantes de cultivo fueron diluidos 1:3 con
H,S0410 mM, filtrados a través de membranas de 0,45 pm (Millex, Millipore, Brasil) e
inyectados en el cromatdgrafo, usando un loop de 60 ul. Los datos fueron recolectados y

procesados con el software Chromera (Prekin Elmer).

3.4.2 Estabilidad aerdébica en micro-silos de maiz

Se confeccionaron micro-silos de maiz (3.3.3.1) para estudiar la capacidad de inhibicién de mohos
y levaduras, por parte de las cepas de BAL heterofermentantes seleccionadas previamente en
funcién de la produccién de 4cido acético (3.4.1). Lactobacillus fermentum (actualmente
denominado Limosilactobacillus fermentum) LfSY1 y LtM1, Lactobacillus brevis (actualmente
denominado Levilactobacillus brevis) LbB2 y LbM6 y L. buchneri Lsl41 y 463 fueron
inoculados en una concentracion inicial de 1x10° ufc/g de forraje fresco picado. Los valores de
pH y recuentos de BAL totales fueron determinados en silos controles y tratados, al tiempo inicial

y luego de 45 y 90 dias de fermentacion. Ademds, se determind materia seca como se indicé
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anteriormente (3.3.3.3). Luego de 90 dias, los silos fueron abiertos y se determiné estabilidad
aerdbica de acuerdo a Burns et al. [76], en una habitacién con temperatura controlada (21 + 1 °C),
en triplicados. Se define estabilidad aerébica como el tiempo necesario para que la temperatura
interna del material ensilado aumente 2 °C con respecto a la temperatura ambiente, es decir, el
tiempo en que el silo se mantiene sin sefiales de deterioro microbiano una vez expuesto al aire por

su apertura.

3.5 Andlisis estadistico

Todas las mediciones se determinaron por triplicado y los resultados se presentaron como
promedio + desviacion estdndar (SD). Los datos obtenidos fueron analizados mediante el método
ANOVA de un factor, verificando la homogeneidad de varianzas, utilizando el software SPSS
15.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Las diferencias entre medidas fueron analizadas por
las pruebas post hoc de Tuckey, para la comparacién entre todos los grupos, o prueba de Dunnet,
para la comparacion de un grupo tratado con respecto al control. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el valor p obtenido fue menor a 0,05.

47



Capitulo 1

Material vegetal para aislamientos
Alfalfa, Cebada, Gatton panic, Maiz, Melilotus albus, Moha, Avena,
Arroz, Ryegrass, Sorgo, Soja, Girasol, Trigo, Canola, Trébol blanco

\L Minisilos

[ 161 aislamientos ]

MALDI-TOF

32 aislamientos no <
identificados

[ 129 BAL identificadas ]

b

L. buchneri Ls141 [ 37 BAL Heterofermentantes ][ 92 BAL Homofermentantes ]

L. buchneri B463 |
Produccion de acido lacticoy

acético en caldo MRS 42 aislamientos de L. plantarum: 1 de avena,
3 de alfalfa, 13 de sorgoy 25 de maiz

Capacidad de crecimientoy

L. brevis LbB2, L. brevis LbM®6, L. fermentum
l reduccién del pH en MEV

LfSY1, L. fermentum LfM1
Seleccion de 4 L. plantarum obtenidos de

avena (LpAv), alfalfa (LpA3), sorgo (LpS13) y
Estabilidad aerdbica en minisilos de maiz (LpM15)

maiz

lSecuenciacién del gen 165 ADNry RAPD

Confirmacion de identidad y diversidad:
4 cepas de L. plantarum

|

Estudio de la tasa de inoculacion: dosis-

e

Capacidad de fermentacion cruzada de
LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15 en minisilos de

respuesta en minisilos de maiz (10% 10°,

alfalfa, avena, sorgo y maiz (tasa de 106, 107 ufc/g)

inoculacién: 108 UFC/g)

Figura 9 — Diagrama de flujo del proceso de aislamiento, seleccién y caracterizacion de BAL.
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4. RESULTADOS

4.1 Aislamiento de BAL a pariir de material vegetal e
identificacién de los aislados por MALDI-TOF

Se procesaron un total de 51 muestras de 15 tipos de cultivos vegetales diferentes, siendo
14 los sustratos que permitieron obtener 161 aislamientos presuntivos de BAL: alfalfa, maiz,
sorgo, ryegrass, arroz, cebada, Gatton panic, Melilotus albus, soja, trébol blanco, trigo, girasol,
avena, y moha. La canola fue la excepcién de la cual no se obtuvieron aislamientos, aunque solo
una muestra de este material fue procesada. Un total de 129 aislamientos fueron identificados por
MALDI-TOF MS (Tabla 4). El resto de los aislamientos, no identificados, no se consideraron
para el estudio posterior. La especie mayormente aislada en este trabajo fue L. plantarum, la cual
fue obtenida a partir de 10 especies de plantas. Por otro lado, las heterofermentantes L. brevis y
L. fermentum fueron aisladas a partir de 6 de los 14 tipos de vegetales incluidos en este estudio.
Ademads, se obtuvieron aislamientos de L. paracasei, L. rhamnosus, algunas del género
Pediococcus (P. acidilactici, P. penstosaceus), Leuconostoc (L. citreum, L.
pseudomesenteroides), Weisella (W. confusa, W. cibaria) y algunas especies del género

Lactococcus y Enterococcus.

Tabla 4 —Identificacion por MALDI-TOF MS de las BAL obtenidas a partir de sustratos
vegetales.

Muestra® Especies aisladas Identificacion
Lactiplantibacillus LpAl, LpA2, LpA3
pentosus/plantarum
Alfalfa (5) Pediococcus acidilactici PaAl, PaA2, PaA3, PaA4
Pediococcus pentosaceus PpAl, PpA2
Levilactobacillus brevis LbB1, LbB2, LbB3
Lactococcus garvieae LgBI1, LgB2
Cebada (5) Enterococcus hirae EBI1, EB2
Enterococcus avium/raffinosus EB3
Enterococcus faecium EB4
Gatto(r;f ane Enterococcus durans EG1
LpMO, LpM1, LpM2, LpM3, LpM4,
LpMS5, LpM6, LpM7, LpMS, LpM9,
Lactiplantibacillus LpM10, LpM11, LpM12, LpM13,
Maiz (11) pentosus/plantarum LpM14, LpM15, LpM16, LpM17,
LpM18, LpM19, LpM20, LpM21,
LpM22, LpM?23, LpM24
Lacticaseibacillus paracasei LpaM1
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Levilactobacillus brevis

LbM1, LbM2, LbM3, LbM4, LbMS5,
LbM6, LbM7, LbM8, LbM9,
LbM10, LbM11, LbM12, LbM13,
LbM14, LbM15, LbM16, LbM17

Limosilactobacillus fermentum

LfM1, LfM2, LfM3, LfM4

Lacticaseibacillus rhamnosus LrM1
Pediococcus acidilactici PaM1
Pediococcus pentosaceus PpM1, PpM2, PpM3
Leuconostoc citreum LciM1
Weissella confusa WcMl1
Lactobacillus sp. LspM
Melilotus Lactiplantibacillus LpML1
albus (1) pentiosus/plantarum
Pediococcus pentosaceus PpML1
Moha (1) Limosilactobacillus fermentum LfMH
Lactiplantibacillus LpAv
pentosus/plantarum
Avena (5) Lacticaseibacillus paracasei LcAv
Levilactobacillus brevis LbAv
Pediococcus acidilactici PaAvl, PaAv2, PaAv3
Leuconostoc pseudomesenteroides LeuAv
Arroz (3) Limosilactobacillus fermentum LfRil
Lactiplantibacillus LpRY1, LpRY2, LpRY3, LpRY4,
pentosus/plantarum LpRYS

Ryegrass (1)

Levilactobacillus brevis

LbRY]1, LbRY2, LbRY3

Weissella confusa

WcRY1

LpS1, LpS2, LpS3, LpS4, LpS5,

Lactiplantibacillus
Sorgo (6) pentosusi/)plamamm LpS6, LpST, LpS8, LpS9, LpS10,
LpS11, LpS12, LpS13
Levilactobacillus brevis LbS1
Lactiplantibacillus LpSY1
pentosus/plantarum
Soja (2) Levilactobacillus brevis LbSY1
Limosilactobacillus fermentum LfSY1, LfSY2, LfSY3, LfSY4
Pediococcus acidilactici PaSY1
. Lactiplantibacillus LpSF1
Girasol (3) pentosus/plantarum
Enterococcus hirae EhSF1
Lactiplantibacillus LpW1, LpW2
. pentosus/plantarum
Trigo 3) Leuconostoc pseudomesenteroides LeuW1, LeuW2
Lactococcus lactis LIW1
, Lactiplantibacillus LpWCl, LpwC?2
Trébol pentosus/plantarum
blanco (3) Enterococcus faecium EfWCl1, EfWC2

Enterococcus sp.

EspWCl1, EspWC2, EspWC3
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* El nimero entre paréntesis se refiere al niimero de muestras analizadas de cada material. En la
tabla se utilizan las nuevas denominaciones de las especies reclasificadas: Lactiplantibacillus
pentosus/plantarum (Lactobacillus pentosus/plantarum), Levilactobacillus brevis (Lactobacillus
brevis), Limosilactobacillus fermentum (Lactobacillus fermentum), Lacticaseibacillus paracasei
(Lactobacillus paracasei), Lacticaseibacillus rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus).

4.2 Capacidad de desarrollo de aislamientos de L. plantarum
en MEV: seleccion y confirmacion de identidad

Se estudi6 la capacidad de desarrollo de los aislamientos de L. plantarum de avena
(LpAv), alfalfa (LpA1-LpA3), sorgo (LpS1-LpS13) y maiz (LpM1-LpM19, LpM21-LpM?24), en
los medios de crecimiento vegetal MEAv, MEAI, MES y MEM, respectivamente. En general, los
cambios observados en el pH del cultivo (Tabla 5) reflejaron la capacidad de todos los
aislamientos de L. plantarum de fermentar el MEV correspondiente. Particularmente, LpAv
disminuy6 el pH del MEAv desde 6,55 A 4,80 en 24 h. LpAl, LpA2 y LpA3 disminuyeron el pH
del MEAI desde 6,26 a 5,80-5,95 luego de 24 h de fermentacién, siendo el valor minimo
alcanzado en este extracto. Los L. plantarum aislados de sorgo disminuyeron el pH del MES
desde 6,47 en el control a 3,43-4,03 en 24 h, y 3,78-3,90 en 48 h. Los aislamientos de L. plantarum
obtenidos de maiz redujeron los valores de pH desde 6,19 a 3,91-4,25 luego de 24 h, generando
una pequeiia caida de pH adicional en las préximas horas de incubacién. Los valores de pH de
los controles permanecieron sin variaciones desde el tiempo inicial hasta las 72 h de incubacién
en los cuatro extractos vegetales.

En la figura 10 se muestran las curvas de crecimiento obtenidas, y en la tabla 6 se
encuentran listados los pardmetros cinéticos estimados. En particular, LpAv presentd una fase lag
estimada en 1,20 h, alcanzando su fase estacionaria aproximadamente a las 8 h de incubacién.
Con respecto a los recuentos, tuvieron un maximo de 1x108 ufc/ml a las 24 h, disminuyendo la
viabilidad para las 48 h de incubacién. En el caso de los cultivos de L. plantarum aislados de
alfalfa, LpAl y LpA2 mostraron un comportamiento similar entre ellos, en base a los pardmetros
cinéticos, alcanzando ambos una DOs7o,m maxima estimada de 0,22 — 0,23 a las 6 h de cultivo.
Por otro lado, aunque LpA3 presentd una umax menor que los anteriores, su fase lag también fue
menor (aproximadamente la mitad), alcanzando ademas valores de DOs7onm de 0,31 a partir de las
11 h de crecimiento aproximadamente. Esta diferencia se refleja también en los recuentos de BAL
totales (Fig. 11) a las 24 h de incubacion, al menos entre LpA2 y LpA3, siendo mayor el Alogio
ufc/ml para este ultimo. Asimismo, LpA3 produjo un valor de pH significativamente menor
comparados con LpAl y LpA2. En general, los L. plantarum de alfalfa desarrollaron hasta un
méaximo de 2,5-4x10% ufc/ml en 24 h en el MEAI, manteniendo estos valores sin diferencias
significativas para cada cepa hasta las 48 h. Para los cultivos de L. plantarum aislados de sorgo,

todos produjeron una disminucién satisfactoria del pH del medio en 24 h de incubacion, el cual
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partié en 6,46 + 0,08 y se redujo a valores de 3,93-4,03. Ademads, con excepcién de LpS3, los
demds aislamientos mostraron un crecimiento de entre 1 y 1,5 ordenes logaritmicos.
Particularmente, LpSS y LpS13 fueron los que produjeron los menores valores de pH a las 24 h,
siendo, ademds, los pardmetros cinéticos y los recuentos totales similares entre ambos. En general,
los cultivos de L. plantarum de sorgo tuvieron recuentos maximos de 7,5-8 érdenes logaritmicos
a las 24 h, perdiendo viabilidad a las 48 h. Por dltimo, al analizar el desempeiio de los L. plantarum
aislados de maiz en el extracto del mismo forraje, se observdé que LpM3, LpM15 y LpM11
produjeron la mayor caida del pH, mostrando este ltimo un pmax menor y un A mayor a los dos
primeros. En general, para los L. plantarum de maiz se obtuvo un recuento maximo a las 24 h de
7,8-8,4 ordenes logaritmicos, con la excepcion del LpM®6, el cual presenté un recuento menor
(7,4). Teniendo en cuenta la aptitud fermentativa de los L. plantarum evaluados para desarrollarse
en el MEV a partir del que fueron aislados, se seleccionaron LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15 para

continuar con los estudios.

Tabla 5 - Valores de pH de los medios extracto vegetal (MEV) inoculado con cultivos de L.
plantarum aislados de alfalfa (LpA1-LpAl3), avena (LpAv), sorgo (LpS1-LpS13) y maiz (LpM1-
LpM19, LpM21-LpM?24), luego de 24, 48 y 72 h de cultivo en medio extracto de alfalfa, avena,
sorgo y maiz, y al inicio (t = 0).

Medio Nombre 0 24 Tiempo (hZIS 7
Control 6,26 +0,02° 6,26 + 0,04 Nd
Medio extracto  LpAl 6.9 % 0.05 5,95 +0,01° 6,08 +0,04° Nd
alfalfa (MEAI)  LpA2 T 5,87 £0,05° 6,10 £0,01° Nd
LpA3 5,80 +0,03¢ 5,94 +0,01° Nd
Medio extracto  Control 6.55 + 0.04 6,60 + 0,06" 6,61 +0,06% Nd
avena (MEAv)  LpAv T 4,80 +0,05° 4,89 +0,04° Nd
Control 6,46 +0,08* 6,43 +0,01? 6,42 +0,01°
LpS1 4,03 +0,01>¢ 3,80 +0,02¢ 3,78 £0,01¢
LpS2 4,03 +0,01° 3,87 £0,01° 3,85 +0,04%¢
LpS3 4,03 £0,01° 3,97 £0,04° 3,90 £ 0,02°
LpS4 3,97 £0,01°¢ 3,88 £0,01¢ 3,85 £0,01°¢
LpS5 3,93 +0,02° 3,87 £0,01° 3,84 +0,02°
Medio extracto  LpS6 6.47 + 0.0 3,98 +0,02°¢ 3,90 +£0,01¢ 3,85 +0,03%¢
sorgo (MES) LpS7 e 4,02 £0,01°¢ 3,91 £0,01° 3,88 £ 0,01°¢
LpS8 4,02 £0,01°¢ 3,90 +£0,01¢ 3,88 +0,02°¢
LpS9 4,02 £0,01°¢ 3,89 +£0,01° 3,86 +0,01°¢
LpS10 4,01 £0,01°¢ 3,90 +£0,01¢ 3,88 £ 0,01°¢
LpS11 4,01 £0,01°¢ 3,91 £0,01° 3,89 +0,02°¢
LpS12 4,00 +0,01°¢ 3,90 +£0,01¢ 3,89 +0,01°¢
LpS13 3,96 +0,01° 3,91 £0,01° 3,89 +0,02°¢
Control 6,19 + 0,04* 6,24 +0,01? 6,25 +0,01
LpMI 3,98 £0,03%t¢  385+0,01%" 3,72 +0,01
Medio extracto  LpM?2 6.14 + 0.01 4,00 +0,01% 3,84 £0,01% 3,73 £0,01
maiz (MEM) LpM3 e 3,91 £0,01¢  3,88+0,10%% 3,73 +0,02
LpM4 3,96 £0,05°%¢ 3,91 £0,01°>¢ 3,77 +£0,01
LpM5 4,140,066 3.85+0,01%"  3,75+0,01
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LpM6
LpM7
LpMS8
LpM9
LpM10
LpMl11
LpM12
LpM13
LpM14
LpM15
LpM16
LpM17
LpM18
LpM19
LpM21
LpM22
LpM23
LpM24

4,25 +0,03°
3,93 +0,06"¢
4,01 +0,03%f
4,06 +0,01¢
421 +0,03%
3,91 £0,018
3,95 £0,01°%%¢
3,98 +0,02°%¢
3,95 +0,03%%¢
3,91 £0,018
4,02 +0,02%¢
4,01 £0,01%¢
3,96 +0,01°%¢
3,97 £0,01°%¢
3,96 + 0,04°%¢
3,98 +0,01°%¢
3,95 £0,01°%¢
3,97 +0,04%

3,99 +0,05°
3,75 £0,01™
3,79 £0,015eh
3,76 + 0,038
3,98 +0,03°
3,72 +0,01!
3,85 +0,05%f
3,94 +£0,01°¢
3,86 +0,01%f
3,82 £0,01°%eh
3,80 + 0,01°teh
3,84 +0,01%¢f
3,85 £0,01%f
3,82 £0,01°eh
3,83 +0,014feh
3,83 +0,014feh
3,84 +0,01%¢f
3,83 +0,014¢feh

Capitulo 1

3,95+£0,01
3,67 £0,03
3,72 £0,03
3,73 +£0,01
3,96 £ 0,04
3,62 +£0,01
3,81+£0,01
3,84 £0,04
3,79 £0,02
3,75 +£0,01
3,72 £0,01
3,72 £0,01
3,70 £0,01
3,68 £0,02
3,73 £0,02
3,76 £0,01
3,75 £0,01
3,74 £0,02

Los valores son promedios (+SD) obtenidos de tres repeticiones. *>¢ Valores con diferentes
superindices en cada columna difieren significativamente (p <0,05) para cada material.
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Figura 10 — Curvas de crecimiento de L. plantarum aislados de avena (LpAv), alfalfa (LpAl-
LpA3), sorgo (LpS1-LpS13) y maiz (LpM1-LpM19, LpM21-LpM?24) en medio extracto vegetal
de avena (A), alfalfa (B), sorgo (C) y maiz (D), respectivamente. Los valores son promedios
(£SD) obtenidos de tres repeticiones.
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Tabla 6 — Parametros cinéticos (Umax y A) de los cultivos de L. plantarum aislados de avena
(LpAv), alfalfa (LpA1-LpA3), sorgo (LpS1-LpS13) y maiz (LpM1-LpM19, LpM21-LpM24) en
MEAv, MEAIL, MES y MEM.

Aislamiento MEV Mmax Iy R?  Aislamiento MEV  pmax Py R?
LpAv MEAv 0,056 1,20 0,999 LpM4 0,026 0,98 0,991
LpAl 0,053 1,61 0,994 LpMS5 0,021 3,68 0,991
LpA2 MEALI 0,053 1,55 0,990 LpMé6 0,029 1,20 0,996
LpA3 0,040 0,70 0,999 LpM7 0,025 1,45 0,987
LpS1 0,012 2,96 0,998 LpM8 0,017 1,79 0,991
LpS2 0,017 2,58 0,998 LpM9 0,020 5,69 0,984
LpS3 0,021 4,45 0,991 LpM10 0,018 1,58 0,986
LpS4 0,020 1,17 0,986 LpM11 0,013 2,37 0,994
LpSs 0,022 2,55 0,996 LpM12 0,028 0,59 0,989
LpS6 0,019 1,46 0,996 LpM13 MEM 0,025 091 0,990
LpS7 MES 0,021 1,88 0,994 LpM14 0,023 1,53 0,976
LpS8 0,015 2,67 0,996 LpM15 0,024 1,31 0,978
LpS9 0,022 2,99 0,992 LpM16 0,018 2,30 0,989

LpS10 0,009 3,91 0,991 LpM17 0,022 1,23 0,990
LpS11 0,022 1,72 0,995 LpM18 0,024 3,86 0,994
LpS12 0,019 2,00 0,995 LpM19 0,022 1,34 0,992
LpS13 0,025 1,54 0,996 LpM21 0,021 1,97 0,976
LpM1 0,018 1,28 0,990 LpM22 0,027 1,72 0,987
LpM2 0,020 1,07 0,991 LpM23 0,027 1,71 0,982
LpM3 0,020 1,30 0,995 LpM24 0,023 1,72 0,978

Hmax: tasa maxima de crecimiento como variacién de DOs7onm €n funcién del tiempo (h). A: fase
lag (h)
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Figura 11 - Desarrollo (Alogio ufc/ml + SD) de L. plantarum aislado de alfalfa (LpA1-LpA3),
avena (LpAv), sorgo (LpS1-LpS13) y maiz (LpM1-LpM19, LpM21-LpM24), luego de 24 (m) y
48 (=) h de cultivo en medio extracto de alfalfa y de avena (A), de sorgo (B) y de maiz (C). Los
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valores son promedios (+SD) de tres repeticiones. “* Los valores correspondientes a un tiempo,
con letras distintas, difieren significativamente (p<0,05).

Antes de continuar con los ensayos, se llevé a cabo la secuenciacion parcial del gen 16S
ARNr de las cuatro cepas de L. plantarum seleccionadas (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15),
confirmando que los aislamientos pertenecen a la especie L. plantarum. Los datos estdn
disponibles en ,
(LpA3),
(LpS13) y
(LpM15). Asimismo, se confirmé, por
andlisis de RAPD-PCR, que los 4 aislamientos pertenecen a cepas diferentes (no mostrado).
Continuando con los ensayos de caracterizacién, se realiz6 un estudio de desarrollo
“cruzado” en los cuatro MEV, con cada una de las cepas de L. plantarum seleccionadas (LpAv,
LpA3, LpS13 y LpM15), empleando la metodologia anterior. En general, las cuatro cepas fueron
capaces de desarrollarse y fermentar los cuatro extractos vegetales. Particularmente en MEAv,
LpAv fue la que gener6 una mayor disminucién del pH a las 24 h (Tabla 7), aunque a las 72 h fue
LpA3 la que mantuvo el menor pH comparado con las otras. En el MEAI, LpA3 y LpS13
produjeron un pH significativamente menor a LpAv y LpM15 a las 24 h, siendo LpA3 la que
mantuvo un pH menor hasta el final del ensayo. Por otro lado, en el MES no se observaron
diferencias significativas en los pH de los cultivos de las distintas cepas a lo largo de los tiempos
de muestreo. Finalmente, en el MEM solo LpAv produjo un pH significativamente menor a las
24 h comparado con las demds cepas, aunque a las 48 h ya no hay diferencias con LpA3 y LpM15.
A partir de las curvas de cinética de crecimiento de los L. plantarum en los cuatro MEV
(Fig. 12) se obtuvieron los parametros cinéticos (Tabla 8), observandose que los valores estimados
de pmax para cada cepa fueron mas homogéneos en los medios MES y MEM al compararlos con
MEAv y MEAL Por otro lado, las pm. estimadas mostraron valores superiores en los medios
MEAv y MEAI, comparado con MES y MEM. LpA3 result6 en la menor U estimada en todos
los MEV, principalmente en MEAv y MEAI, y ademads es la cepa que presentd un crecimiento
(Alogio ufc/ml) (Fig. 13) igual o menor a las demas cepas en los todos los MEV. Sin embargo,
esta cepa tiene la capacidad de mantener valores de pH igual o menor a las demds en cada MEV
luego de 72 h de incubacién. Segin los recuentos de BAL totales a las 24 h, podria decirse que se
obtuvieron los mayores valores de Alogio (ufc/ml) en MEAI para todas las cepas ensayadas,

mientras los menores valores se observaron en el caso de MES en general.
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Tabla 7 — Valores de pH de los medios extracto vegetal (MEAv, MEAI, MES y MEM) inoculados
con L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM135, al inicio (t = 0) y luego de 24, 48 y 72 h de

fermentacion.
. Tiempo (h)
Medio Nombre 0 o 13 )

Control 6,56 +0,01? 6,65 +0,04% 6,64 +0,01?

LpAv 4,68 +£0,01° 4,92 +0,020¢ 4,96 +0,02°

Medio extractode |3 6,55£0,01  4710,01° 491+0,04>  4,87+0,03¢

avena (MEAYv) ’ ’

LpS13 4,77 +0,01¢ 5,01 +0,04%¢ 4,99 +0,02°

LpMI15 4,79 +0,01¢ 5,02 +0,01¢ 4,99 +0,01°

Control 6,18 £0,01? 6,27 + 0,022 6,16 +0,03?

Med q LpAv 5,77 £0,01° 5,91 +£0,01° 5,88 +£0,03°
edio extracto de ¢ c c
alfalfa (MEA) LpA3 6,20 + 0,01 5,68 £0,01 5,74 £ 0,03 5,74 £ 0,02
LpS13 5,68 £0,01¢ 5,86 + 0,02 5,82 +0,02%

LpM15 5,78 £0,01° 5,94 +0,07° 5,96 + 0,02¢
Control 6,44 + 0,04? 6,43 +0,03? 6,38 £0,03*

) LpAv 3,97 +0,05° 3,98 +0,04° 3,85 +0,01°
Medio extractode |73 (37,003 4,030,010 3,96+001" 3,87 +0,02°
sorgo (MES)

LpS13 3,95 +0,05° 3,94 + 0,02 3,86 +£0,01°

LpM15 3,93 +0,01° 3,95 +0,01° 3,89 +0,01°
Control 6,24 +0,03? 6,20 + 0,022 6,19 +0,03?

. LpAv 3,93+0,01° 3,81 +0,01° 3,74 +0,02°
Medio extracto de 6.20 + 0.03 . be b

maiz (MEM) LpA3 ,20+0, 4,03 +0,01 3,83 +£0,02% 3,74 £0,01
LpS13 4,07 £0,01° 3,88 £0,01° 3,77 £0,02¢

LpM15 4,04 £0,01° 3,83 +0,01>¢ 3,78 £0,02¢

Los valores son promedios (SD) obtenidos de tres repeticiones. *>¢ Valores con diferentes superindices
difieren significativamente (p <0,05) en cada columna correspondiente a un tiempo de incubacién y para

cada material.

Tabla 8 - Pardmetros cinéticos (Umaxy A) de los cultivos de L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y
LpM15 desarrollados en MEAv, MEAIL, MES y MEM, respectivamente.

Cepa MEV  pmax A R? Cepa MEV  pona A R?
LpAv 0,066 1,60 0,996  LpAv 0,029 1,32 0,989
LpA3 0,050 1,11 0977  LpA3 0,021 0,69 0,992
LpS13 MEAv 0,062 2,07 0993  LpS13 MES 0,025 1,40 0,993
LpM15 0,068 1,59 0984 LpMI5 0,029 1,35 0,991
LpAv 0,058 1,12 0,997  LpAv 0,023 1,05 0,991
LpA3 0,033 0,73 0996  LpA3 0,021 0,78 0,991
LpS13 MEAI 0,058 1,69 0,995 LpS13 MEM 6005 178 0992
LpM15 0,047 092 0997 LpMI5 0,026 1,22 0,989

HUmax: tasa maxima de crecimiento como variaciéon de DOs;onm en funcién del tiempo (h). A: fase

lag (h)
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Figura 12 — Curvas de desarrollo de L. plantarum aislados de avena (LpAv, ¢), alfalfa (LpA3,
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4.3 Dosis-respuesta de L. plantarum en ensilados de maiz

Para estudiar el efecto de la concentracidn inicial de in6culo sobre el proceso de ensilado,
se llevé a cabo un ensayo en micro-silos de maiz inoculados en distintas concentraciones iniciales
(10%, 10°, 10° y 10" ufc/g de maiz picado fresco) de L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15.
Los micro-silos se dejaron fermentar durante 30 d, determinando los valores de pH a las 24, 48 y
72 h, y a tiempo final (Fig. 14A-D). Se realizaron andlisis estadisticos para comparar entre los
ensilajes inoculados a las distintas dosis (test de Tuckey) y entre los ensilajes inoculados y el
control sin inocular (test de Dunnett).

Al comparar los valores de pH de los silajes inoculados con LpAv (Fig. 14A), se observé
que las dosis de 10°, 10° y 107 ufc/g disminuyeron significativamente el pH, con respecto al
control, a las 24, 48 y 72 h (Dunnett, p < 0,014). En particular, la dosis de 10* produjo una
diferencia significativa con el control recién a las 72 h (p = 0,000). A los 7 dias, solo las dosis de
10°y 10" ufc/g mostraron diferencias con el control (p < 0,001). En los ensilajes con LpA3, LpS13
y LpM15 (Fig. 14B-D), todas las dosis indujeron una reduccién significativa del pH comparado
con el control a las 24, 48 y 72 h (Dunnett, p <0,009), con la excepcién de LpS13 en 10*alas 72
h (Dunnett, p = 0,247). En general, a los 30 dias, los valores de pH de los controles no mostraron
diferencias significativas con los silos inoculados con cada una de las cepas.

A las 24 h de incubacion, los silajes inoculados con cada una de las cepas mostraron
diferencias significativas entre las dosis 10°, 10° y 107ufc/g (p < 0,002). Ademds, al comparar
entre las distintas cepas, para la dosis de 10°ufc/g, LpAv mostré mayor eficiencia en la
disminucién de pH comparado a LpA3 (p = 0,014), LpS13 (p = 0,000) y LpM15 (p = 0,001), no

habiendo diferencias entre las tltimas tres.
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Figura 14 - Valores de pH del silaje de maiz no inoculado (®) ¢ inoculados con L. plantarum
LpAv (A), LpA3 (B), LpS13 (C) y LpM15 (D), en una concentracién inicial de inéculo de 10*
(0), 10° (A), 10° (0) o 107 (o) ufc/g. Los valores son promedios (+SD) obtenidos de tres
repeticiones.

En los recuentos de BAL totales a los 30 dias de fermentacion, se observd un
comportamiento comiin en todos los silajes inoculados, a mayor tasa de inoculacién inicial, menor
el recuento de BAL totales a los 30 dias (Fig. 15). Ademds, los recuentos de BAL totales en el

control a los 30 dias fueron similares a los recuentos en los silajes inoculados con 10* ufc/g.
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Figura 15 — Recuentos de BAL totales (logio ufc/g) en silajes de maiz no inoculado (control) e
inoculados con 10* (m), 10° (m), 10° (m) y 107 () ufc/g de L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13y
LpM15, luego de 30 dias de fermentacidn a temperatura ambiente (25 °C). Los valores son
promedios (+SD) de tres repeticiones.
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4.4 Capacidad de cepas de L. plantarum de fermentar
sustratos diferentes del que fueron aisladas

Las cuatro cepas de L. plantarum (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15) fueron capaces de
crecer e inducir el descenso del pH en los MEV preparados a partir de avena, alfalfa, sorgo y
maiz. En este contexto, se estudid la capacidad fermentativa de estas cepas en mini-ensilajes de
avena, alfalfa, sorgo y maiz. En la tabla 9 se muestran los valores de pH y recuentos totales de
BAL y hongos y levaduras (ufc/g) a lo largo del proceso de fermentacién, y en la tabla 10 se
observan los valores de las determinaciones quimicas de los silajes a tiempo inicial (t = 0) y final
(30 dias). Cabe destacar que, en el caso de los silajes de alfalfa y sorgo, los recuentos de BAL
totales en MRS en el dia de la inoculacién (dia 0), fueron significativamente mds altos (mds de 1
orden de logaritmo) que el recuento total en los controles no inoculados, sugiriendo que la
diferencia puede deberse a las cepas inoculadas. Por el contrario, en los ensilajes de avena y maiz,
la poblacion epifita de BAL al dia 0, reflejado por el recuento en MRS, supera a la concentracién
inoculada de L. plantarum por mas de 1 orden de logaritmo.

Ensilado de avena: a las 48 h de fermentacion, los recuentos de BAL totales fueron mas
altos (Dunnett, p < 0,001) en el material inoculado con LpAv, LpA3 y LpM15 que en el control.
Por otro lado, los pH disminuyeron significativamente para en silos inoculados con LpAv, LpS13
y LpM15, con respecto al control (Dunnett, p < 0,010), sin diferencias entre las cepas. Por otro
lado, LpM15 condujo a una reduccién temprana del desarrollo de hongos y levaduras (t=2d) y
mantuvo un recuento de BAL significativamente mds alto que los demads a los 30 dias (p < 0,001).
Por tltimo, de acuerdo a las determinaciones quimicas, luego de 30 dias de fermentacion, FDAs
(%) y FDNa (%) fueron significativamente menores (p = 0,026 y 0,030, respectivamente) en los
ensilajes con LpM15 comparados con el control.

Ensilado de alfalfa: en el caso de este forraje, los recuentos iniciales en los ensilajes
tratados fueron alrededor de 1 orden de logaritmo mads altos que el control, debido posiblemente
a que la flora epifita de BAL fue menor que la concentracién de BAL inoculadas. Sin embargo,
no hubo diferencias significativas en los recuentos de BAL alcanzados por todos los ensilajes a
los 3 dias de incubacién (p > 0,300). Finalmente, a los 30 d, los recuentos del material fermentado
inoculado con cada una de las cepas fueron menores al de las muestras sin inocular (p <0,001).
Con respecto al pH, tnicamente la inoculacién con LpAv redujo significativamente el pH en
comparacion con el control, tanto a los 3 como a los 30 dias de incubacién (p = 0,045 y 0,016,
respectivamente). Si bien los recuentos de hongos y levaduras fueron menores en todos los silajes
inoculados comparados al control, no existieron diferencias a los 30 dias. Por otro lado, la
inoculacién gener6 silajes con menor relacion NHa/NT (%) a comparacion del control, siendo
LpAv la que produjo la alfalfa fermentada con el menor valor de este pardmetro quimico (3,10 +

0,73 %).
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Ensilado de sorgo: al igual que lo ocurrido con la alfalfa, en el ensilaje de sorgo los
recuentos de BAL iniciales en silos tratados fueron 1,2-1,6 més altos que el control (p <0,001). A
los 3 dias de fermentacion, los recuentos de las muestras inoculadas continuaron siendo mayores
al control (p <0,001) y todas las cepas disminuyeron significativamente el pH (p < 0,001). A
tiempo final, el silaje con LpM15 fue el tnico tratado en el cual se detectaron BAL totales (logio
ufc/g = 5,19 + 0,16), siendo menor que en el control (logio ufc/g = 7,49 £ 0,17). Ademads, las
cuatro cepas mantuvieron valores de pH menores al control (p <0,021). Con respecto a los
recuentos de mohos y levaduras, los silos inoculados tuvieron recuentos similares o mayores al
control a los 3 y 30 dias. Por ultimo, ninguna de las cepas modificé los pardmetros quimicos
determinados en el material fermentado luego de 30 dias de incubacién, comparado con el control.

Ensilado de maiz: al igual que en el caso de la avena, los recuentos iniciales de las BAL
epifitas fueron mayores que la concentracién inoculada. Aunque no se observaron diferencias
significativas en los recuentos de BAL totales entre todas las muestras a las 24 h, la adicidn de
las cuatro cepas de L. plantarum redujo el pH de manera significativa al compararlos con el
control (p <0,001). Luego de los 30 dias de fermentacién, los valores de pH fueron menores a
3,90 en todos los casos, siendo el ensilaje con LpS13 el tnico que mostré diferencia significativa
con el control (p <0,001). Los tratamientos con LpAv, LpA3 y LpS13 mostraron un aumento en
los recuentos de mohos y levaduras a los 30 dias, al compararlos con el control. Finalmente, en la
tabla 10 se observa que LpAv, LpS13 y LpM15 produjeron silajes con menor relacion NH3/NT
(4,56 £ 0,05, 4,51 £ 0,30, 4,91 £ 0,10 %, respectivamente) al compararlos con el control (5,83 +

0,11 %), sin diferencias entre los tratamientos.
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Tabla 9 — Capacidad de fermentacion de L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15 de sustratos diferentes de los cuales fueron aislados.
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Ensilaje Recuentos celulares (logio ufc/g + SD) pH
Bacterias lacticas Hongos filamentosos y levaduras
Avena t=0d t=2d t=30d t=0d t=2d t=30d t=0d t=2d t=30d
Control 7,04 £0,04 9,20 +£0,03* 8,07 £0,012 7,57 £0,07 4,89 + 0,46 <2 6,33 £0,03 4,25 + 0,032 3,87 £0,02°
LpAv 7,15+£0,04 9,53 +0,10° 8,15+£0,13* 7,57 £0,07 4,62 £0,17*° 5,43 +£2,27 6,33 £0,03 4,08 £0,04° 3,89 £0,02°
LpA3 7,18 £0,05 9,44 £ 0,05° 7,99 + 0,10 7,57 £0,07 5,12 +£0,39* 6,36 2,24 6,33 £0,03 4,17 £ 0,08 3,89 £0,02°
LpS13 7,19 +£0,08 9,29 £0,01* 8,16 £0,06* 7,57 £0,07 3,70 £ 0,05%¢ <2 6,33 £0,03 4,05 £0,04° 3,92 £0,02°
LpM15 7,32 +£0,08 9,58 £0,03¢ 8,71 £0,07° 7,57 £0,07 3,34 +£0,51°¢ <2 6,33 £0,03 4,12 £0,03° 4,01 +0,04°
Alfalfa t=0d t=3d t=30d t=0d t=3d t=30d t=0d t=3d t=30d
Control 5,25+0,18 9,61 +0,12 8,58 £0,13* 5,07 £0,21 4,80 +0,19° 2,60 = 0,30 6,28 +£0,03 5,49 +0,24° 4,49 +0,03°
LpAv 6,64 £0,21° 9,64 £ 0,08 6,65 +0,17° 5,07 £0,21 4,20 £0,23° 3,06 0,25 6,28 +£0,03 4,84 £0,23° 4,39 £0,03°
LpA3 6,41 £0,18° 9,57 £0,07 6,55 £0,25° 5,07 £0,21 4,51 £0,23° 2,81 +0,16 6,28 +£0,03 4,98 +0,19%° 4,45 +0,04%°
LpS13 6,47 £0,21° 9,75 £ 0,05 7,30 £ 0,25°¢ 5,07 £0,21 4,04 £0,17° 2,88 + 0,09 6,28 0,03 491 £0,48* 4,42 +0,06*°
LpM15 6,66 +0,18° 9,53 £ 0,23 7,03 £0,15°¢ 5,07 £0,21 429 +0,11° 2,89 +£0,11 6,28 0,03 5,12+0,39% 4,46 + 0,03
Sorgo t=0d t=3d t=30d t=0d t=3d t=30d t=0d t=3d t=30d
Control 5,17 £0,10* 8,78 £ 0,05* 7,49 £0,17* 5,33 £0,02 6,62 +0,24* 4,29 +£0,02* 5,76 £ 0,04 3,89 £0,03* 4,19 £0,03°
LpAv 6,78 +0,08¢ 9,45 +0,05° <2,00 5,33 +£0,02 7,03£0,10°  4,50+0,15* 5,76 £ 0,04 3,67+0,01%¢  3,.80£0,01°¢
LpA3 6,72 +0,11¢ 9,48 +0,01° <2,00 5,33+0,02 6,98 + 0,034 4,59 £0,14° 5,76 £ 0,04 3,69 +0,01° 3,84 +0,02"
LpS13 6,40 £ 0,01° 9,48 +0,05° <2,00 5,33+0,02 6,81 £ 0,240 4,70 £0,10° 5,76 £ 0,04 3,64 £0,01¢ 3,78 £ 0,02¢
LpM15 6,64 +0,05¢ 9,32 +0,02¢ 5,19 +0,16° 5,33 +£0,02 6,68 + 0,03 4,66 £0,11° 5,76 £ 0,04 3,70 £ 0,01° 3,82 +0,02%¢
Maiz t=0d t=1d t=30d t=0d t=1d t=30d t=0d t=1d t=30d
Control 7,82 £0,08 9,16 £0,04 7,050,122 6,79 £ 0,10 Nd 3,86 +0,26* 5,96 + 0,08 4,37 £0,02* 3,89 +0,02*
LpAv 7,83 £0,12 9,20 £ 0,05 6,52 £0,08° 6,79 £ 0,10 Nd 5,23 +0,17¢ 5,96 + 0,08 4,17 £0,02° 3,89 +0,01*
LpA3 7,80 £ 0,09 9,09 + 0,04 7,04 £ 0,03 6,79 £ 0,10 Nd 4,35+0,25° 5,96 + 0,08 422 +0,01° 3,88 £0,01*
LpS13 7,86 £0,01 8,99 + 0,07 6,68 £0,02° 6,79 £ 0,10 Nd 4,50 £0,04° 5,96 + 0,08 4,19 £0,04° 3,83 +0,01°
LpM15 7,88 £0,18 9,09 + 0,08 6,88 +0,04* 6,79 £ 0,10 Nd 3,76 +£0,11* 5,96 + 0,08 421 £0,03° 3,89 £0,01*

Los valores son promedios (£SD) de tres repeticiones. **° Valores en columnas con diferentes superindices difieren significativamente (p <0,05). Nd: no determinado.
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Tabla 10 — Analisis quimico de silajes de avena, alfalfa, sorgo y maiz, sin inocular (control) e inoculados con L. plantarum aislados de avena (LpAv), alfalfa (LpA3), sorgo (LpS13) y maiz
(LpM15) al inicio (t = 0) y luego de 30 dias de fermentacion.

Ensilaje  Muestra Tiempo (d) MS (%) Pérdida MS (%) PB (%) FDNa (%) FDAs (%) LDA (%) EE (%) Cz (%) NH3/NT (%)
- 0 20,18 +£0,30 - 11,75+£0,43  63,94+0,37 35,81+0,48 5,16 £0,24 3,41 +£0,35 18,25 +£0,43 Nd
Control 19,72 £ 0,46 1,82 £0,39 11,80 +0,46 55,18 +0,40* 35,53+047* 6,48+0,15 3,77 £ 0,27 16,51 £0,27 0,93 £0,29
Avena LpAv 19,37 £0,24 2,05 £ 0,25 11,60 £ 0,42 53,80£0,61*® 34,63 +0,21** 6,07+0,16 3,22 £ 0,06 15,56 £0,51 1,25 +0,29
LpA3 30 19,65 £ 0,56 1,95 +£0,28 12,09 +0,74 55,12 +1,78*® 34,90+ 1,40** 6,38 + 0,08 3,44 £0,47 14,35 £2,82 1,13+0,17
LpS13 19,56 + 0,56 1,92 +£0,22 11,69+ 0,46 53,59 £0,89*® 34,10 +0,37** 5,94 +0,62 3,56 + 0,28 15,47 +£2,00 0,99 + 0,20
LpM15 19,85 +0,24 1,61 £0,50 12,75+0,48 52,20 +£2,02° 33,37+£1,39° 6,27+ 1,01 3,61 +0,43 17,35 +1,96 0,94 +£0,24
- 0 32,86 +0,31 - 21,83 +1,15 37,78+1,35 26,53 +1,10 6,81 +0,30 2,10 £ 0,55 12,00 + 0,98 Nd
Control 33,33 £0,45* 0,53 +£0,64 20,17 +1,40 36,31+ 241 2795+344 8,28 + 0,77 3,69 + 0,32 13,26 £0,26* 6,53 £ 0,46
Alfalfa LpAv 33,19 £0,72* -0,59 + 0,60 20,68 £0,98  35,33+0,65 26,50 +0,31 7,41 +£0,10 2,63 + 1,01 12,49 +0,42°*  3,10+0,73"
LpA3 30 33,64 £0,34**  -0,30£0,58 23,27 +3,02  36,38+1,80 27,32+2.22 7,87 +£0,45 3,51£0,37 12,82+0,20* 3,53 £0,47°¢
LpS13 33,01 £0,31*>  -0,66 £ 0,62 20,38 +£0,36 35,95+ 1,21 27,28 +1,36 7,96 + 0,06 4,43 +1,22 13,18 £0,14* 4,38 £0,09°
LpM15 32,32 +0,45° 0,24 +0,68 20,02 +0,83 36,12+1,55 30,87+7,40 7,63 +0,24 3,52+£1,32  12,82+0,14* 4,68 +0,06°
- 0 29,34 +0,22 - 6,61 +0,27 54,10+0,76 30,38 £0,20 4,47 +£0,90 1,34 + 0,21 7,62 +0,14 Nd
Control 26,79 0,14 4,14 £ 0,95 6,39 + 0,52 58,30 +1,38 32,91 +1,00 4,93 +£0,38 3,63 +0,82 7,97 £0,31 1,24 +£0,24
Sorgo LpAv 27,23 +£0,33 4,56 +1,04 6,38 +0,21 56,26 +1,10 31,03 +1,48 4,66 +0,34 3,43 +0,59 7,84 +0,26 1,14 £0,17
LpA3 30 26,87 + 0,60 3,84 +0,83 6,72 +0,32 55,45+1,33 30,14 0,53 5,20+ 1,16 3,60 + 0,69 8,50 +0,57 1,12+0,22
LpS13 26,98 +0,21 3,85 +0,90 6,36 +0,19 56,54 +£2,56 30,84 +2,15 4,80 +£0,18 4,96 + 0,57 7,88 +£0,78 1,05 + 0,08
LpM15 27,51 £0,37 3,82 +0,28 6,73 £0,16 56,18 +4,44 31,62 +3,06 4,45 +0,17 4,13+1,94 8,05 +0,39 1,10+ 0,01
- 0 37,42 £0,35 - 5,42 +0,04 35,91 £ 3,69 17,73 £1,91 1,64 £0,11 3,00+0,16 4,40 £0,91 Nd
Control 37,10 £0,86 1,12 £0,62 546+0,03* 37,18+ 298 21,41+1,86 1,85+0,16 3,94+0,12* 4,59 +£0,57* 5,83 +0,11°
) LpAv 37,49 £0,79 1,20 £ 0,25 6,09 +0,17**  34,32+1,85 19,16 + 1,09 1,73+0,06  4,36+0,12% 4,99 +0,16%>¢ 4,56 +0,05"
Maiz LpA3 30 36,03 £0,94 1,66 £ 0,23 6,26 £0,35" 35,78 +4,31 19,16 £ 2,56 1,57 £0,45 5,45 +0,13° 5,41 +0,21° 5,71 £0,23*
LpS13 37,44 £ 0,40 1,71 £0,70 6,12 +0,29%° 3428 +3,52 17,89 £ 1,94 1,48 £0,23 458+0.21° 536005 451+0,30°
LpM15 36,24 +£0,25 1,56 £0,51 7,00+£0,43°  34,13+1,98 18,03 £ 1,21 1,66+0,12  4,02+0,43* 4,49+0,41*> 491+0,10

Materia Seca (MS), pérdida de MS, Proteina Bruta (PB), Fibra Detergente Neutra (FDNa), Fibra Detergente Acida (FDAs), Lignina Detergente Acido (LDA), Extracto Etéreo (EE), Cenizas
(Cz), Nitrégeno Amoniacal/Nitrégeno Total (NNH3/NT). Los valores son promedios (£SD) de tres repeticiones. **°Valores en columnas con diferentes superindices difieren significativamente
(p <0,05). Nd: No determinado.
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4.5 Bacterias acido lacticas heterofermentantes

4.5.1 Seleccion de cepas heterofermentantes

Se analiz6 la produccién de 4cidos ldctico y acético por parte de las BAL
heterofermentantes aisladas en este trabajo. En la figura 16 se pueden observar los niveles de estos
dos 4cidos producidos en cultivos en MRS, por cada una de las cepas. En base a estos resultados
se seleccionaron cuatro cepas para continuar con el estudio: L. brevis LbB2 (6,39 + 0,58 g/),
L. brevis LbM6 (6,89 + 0,43 g/l), L. fermentum LfSY1 (5,87 + 0,25 g/l) y L. fermentum LfM1
(7,56 £ 0,73 g/). Por otro lado, la concentracién de 4dcido acético producido por las cepas de L.

buchneri Ls141 y 463 fueron 5,42 + 0,36 g/l y 5,30 £ 0,53 g/, respectivamente.
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Figura 16 — Concentracién (g/l) de dcido lactico (=) y acético (m) en cultivos overnight de cepas
de BAL heterofermentantes en medio MRS. Los valores son promedios (+SD) de tres
repeticiones.

4.5.2 Estabilidad aerdbica de silos de maiz

Se estudi6 el potencial para mejorar la EA de silos de maiz por cepas de BAL
heterofermentantes seleccionadas (L. brevis LbB2, L. brevis LbM6, L. fermentum LfSY1 y L.
fermentum LfM1, L. buchneri Lb141 y L. buchneri 463). Al momento de confeccidn de los silos
(tiempo inicial), los valores de MS fueron de 42,6 + 0,4% a 43,6 + 1,5%, sin diferencias entre
tratados y control. Luego de 90 dias de fermentacién, el rango de MS fue de 38,9 £ 0,2% a 43,1
+ 3,4%, sin diferencias entre los silos. Con respecto a los recuentos de BAL totales (logl0
ufc9ml), a los 45 dias de fermentacidn, todos los silajes mostraron recuentos significativamente
mayores que el control (p <0,003), excepto LfSY1 (p <0,112) (Fig. 17A). Luego de 90 dias, los
recuentos mas altos se observaron en las muestras inoculadas con LfM1 (p <0,004). Con respecto

a los pH, en la figura 17B puede observarse que los silajes inoculados con LftM1, Ls141 y 463
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mostraron valores significativamente mayores a las demds muestras, tanto a los 45 como a los 90

dias (p <0,028 y <0,001, respectivamente).

Figura 17 - Recuentos de BAL
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En la figura 18A se puede observar que los silajes control e inoculados con las dos cepas
de L. brevis y con L. fermentum LfSY1, no mostraron diferencias en los niveles de dcido lactico
y acético luego de 90 dias, mientras que aquellos tratados con L. fermentum LfM1 y las dos cepas
de L. buchneri mostraron concentraciones de ambos acidos 2-3 veces mayores que el control (p
= 0,000). Particularmente, LfM1 condujo a concentraciones de dcido lactico mayores que la cepa
comercial L. buchneri Ls141 (p = 0,000).

Por dltimo, la figura 18B muestra la diferencia de temperaturas AT (°C) de los silajes de
90 dias luego de su apertura y exposicion al aire, durante 234 h (aproximadamente 12 d). Los
controles fueron los primeros en perder la estabilidad (AT > 2°C), en 123 h (5 d). En general,
todas las cepas en estudio fueron capaces de conferir un aumento de la estabilidad aerébica, con
diferencias entre ellas. Las cepas que confirieron menor tiempo de estabilidad aerdbica fueron L.
brevis LbB2 (212 h, 8 d), seguida por L. fermentum LESY1 (224 h, 9 d), mientras que las mas
efectivas fueron L. buchneri Lb141, L. buchneri 463, L. fermentum LtM1 y L. brevis LbM6, las

cuales aumentaron la estabilidad aerdébica por lo menos hasta 12 d.
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Figura 18 - (A) Concentracién de dcido lactico (m) y acético (m) (g/1) de silajes de maiz, sin tratar
(C) e inoculados con cepas heterofermentantes, luego de 90 dias de fermentacién. *™€ valores de
concentracion con letras distintas difieren significativamente (p <0,05) para cada dcido orgénico

determinado. (B) Estabilidad aerdbica (AT °C = Tiiio - Tambiente) de silajes de maiz expuestos al aire
luego de 90 dias de fermentacién. Control (#) y muestras inoculadas con L. buchneri 463
(A), L. buchneri Ls141 (m), L. fermentum LISY1 (®), L. fermentum LfM1 (0), L. brevis
LbB2 (0) y L. brevis LbM6 (00).Los valores son promedios (+SD) de tres repeticiones.
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5. DISCUSION

La poblacién epifita de BAL presente en vegetales varia ampliamente en su diversidad y
cantidad (10" — 107 ufc/g), dependiendo de numerosos factores, como la composicién quimica
del vegetal, su estado de madurez y las condiciones ambientales [77]. Cuando existen condiciones
favorables para el desarrollo de las BAL (como anaerobiosis, actividad acuosa y temperatura
adecuadas) puede ocurrir la fermentacién lactica espontdnea, liderada por estas bacterias
naturalmente presentes en el sustrato vegetal de partida [11]. De esta manera, una estrategia
ampliamente utilizada para el aislamiento de nuevas cepas de BAL es el enriquecimiento de las
mismas en el material vegetal, proporcionando las condiciones adecuadas para su desarrollo.
Luego, estas cepas aisladas pueden ser caracterizadas y seleccionadas para su aplicacién
potencial, por ejemplo, en el ensilado de forrajes [36]. Este ha sido el método utilizado en el
presente trabajo de tesis, a través del cual se han obtenido un total de 129 aislamientos de diversas
especies de BAL, tanto homofermentantes como heterofermentantes. Lactiplantibacillus
plantarum fue la especie aislada con mayor frecuencia. Esta especie, caracterizada por una
capacidad metabdlica amplia y flexible, ha sido aislada a partir de una gran diversidad de plantas
y forrajes como alfalfa [78], [79], maiz [36], ryegrass [80], arroz [81], trigo [82], entre otros.
Asimismo, L. plantarum es muy utilizada para ensilados de distintos sustratos tales como alfalfa
[83], [84], sorgo [85], maiz [86], ryegrass [87], [88] y otros [89]. De hecho, es la especie mas
utilizada en inoculantes comerciales (Tabla 3), sola o en combinacién con otras especies de BAL
[69]. Esto se debe a que posee caracteristicas deseables como robustez, crecimiento vigoroso,
rdpida produccién de acido lactico, tolerancia a la acidez y buena estabilidad al tratamiento de
liofilizacién [78], [90], [91]. Por otro lado, la especie heterofermentante aislada con mayor
frecuencia en esta tesis fue Lactobacillus brevis, seguida por Lactobacillus fermentum. La
presencia de estas especies en diversos forrajes y su participacion en el proceso de fermentacién
es muy comun [78], [92], sin embargo, no son muy utilizadas en inoculantes comerciales.
Lactobacillus buchneri es la especie heterofermentante utilizada por excelencia en inoculantes
para ensilado, debido principalmente a la capacidad de una alta produccién de 4cido acético,
debido a caracteristicas metabolicas particulares de esta especie [93].

Particularmente la alfalfa, avena, sorgo y maiz son cultivos frecuentemente utilizados
para el ensilaje en nuestra region, por lo tanto, la atencién de este trabajo ha sido enfocada en
estos cuatro forrajes [37]. El estudio de la capacidad de desarrollo, la cinética y acidificacién de
las cepas de L. plantarum en los distintos MEV confirma el gran potencial de esta especie para su
uso en la fermentacion de forrajes. Sin embargo, se observaron diferencias significativas entre
cepas aisladas a partir del mismo sustrato, lo que resalta la existencia de caracteristicas intrinsecas

de las cepas, y la importancia de la caracterizacion fenotipica [94]. Considerando que la velocidad
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de acidificacién y desarrollo son caracteristicas de primordial importancia en inoculantes [95], se
seleccionaron cuatro cepas (una obtenida de cada forraje) en base a la fermentacién del MEV
preparado a partir del mismo forraje del cual fueron aisladas. LpA3, aunque con una Umax de
crecimiento ligeramente menor a LpAl y LpA2, present6 un Alogioufc/ml significativamente
mayor y generé un mayor y mds rdpido descenso de pH. Particularmente, LpS5 y LpS13
generaron los menores valores de pH y, aunque se comportaron de manera similar en los recuentos
totales y cinética, se seleccion6 LpS13. Por tltimo, en el caso de los numerosos L. plantarum
aislados de maiz, la inoculacién con LpM3, LpM11 y LpM15 fueron las que produjeron un mayor
descenso del pH en 24 h, siendo LpM15 el seleccionado para continuar con la caracterizacion.
Este método de screening ha sido utilizado en trabajo publicados [36].

Un eslogan (claim) comtiinmente utilizado en inoculantes comerciales es que las cepas
mds adecuadas para fermentar un vegetal son las que fueron aisladas a partir del mismo vegetal,
y no aquellas que se aislaron de un sustrato distinto [96]. En este trabajo se llevaron a cabo ensayos
de cinética de crecimiento cruzados de las cuatro cepas (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15) en los
cuatro extractos vegetales (MEAv, MEVAI, MES y MEM). Considerando los resultados
obtenidos (cinética de crecimiento, recuentos y pH), se observé que la capacidad de crecimiento
de estas cuatro cepas estuvo muy relacionada a la naturaleza del sustrato vegetal y no al origen de
las mismas. Ademads, algunas diferencias en los valores de pH y pardmetros cinéticos se
observaron principalmente en MEAv y MEAI no asi en los medios MES y MEM, los medios
maés facilmente fermentables.

Se estudio la capacidad de fermentacién de L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15
en minisilos de maiz inoculadas en distintas dosis, el principal material forrajero utilizado para
ensilar en Argentina y en el mundo [97], [98]. Una répida acidificacién del sustrato ensilado es
una caracteristica muy valorada en inoculantes, para preservar el silaje ya sea por la inactivacion
de las proteasas del vegetal como por la reduccién del desarrollo de microorganismos patégenos
y/o deteriorantes del material a conservar [34], [99]. Al observar los resultados, se puede concluir
que todas las cepas son capaces de acelerar la fermentacién. Algunas diferencias entre cepas se
observaron a las 24 y 48 h en las dosis mds bajas, principalmente de 10* ufc/ml, siendo LpAv la
de menor eficiencia. Sin embargo, a las 24 y 48 h todas las dosis, incluso las mas bajas, generaron
diferencias significativas con el control, con la excepcién de LpAv en 10* ufc/g. Esto lleva a
destacar la importancia de la inoculacidn atin en sustratos facilmente fermentables, como el maiz.
Ademas, al observar que a mayor concentracion de indculo el descenso del pH es mds acelerado,
también se refleja la importancia de la tasa de inoculacién. Considerando que para la dosis de 10°
ufc/g los pH de todos los silos inoculados mostraron diferencias significativas con el control a las
24 h de fermentacién y que una dosis de 107 ufc/g no es econémicamente viable [100], se
seleccion6 la dosis de 10°ufc/g para continuar con los estudios de fermentacién en minisilos. Esta

dosis es la mas utilizada en los estudios publicados, y generalmente la recomendada en
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inoculantes comerciales, por lo que fue elegida para continuar con los estudios en esta Tesis. Asi,
esta dosis asegurarfa una fermentacién apropiada, teniendo en cuenta que la microbiota epifita
presente en los distintos forrajes varia dependiendo de numerosos factores como el tipo de planta,
la madurez del cultivo y factores ambientales como el clima y las condiciones de cosecha [11],
[101].

Es interesante resaltar que una tasa de inoculacién menor resulté en mayores recuentos
de BAL totales luego de 30 dias de fermentaciéon. Una hipétesis, atin a demostrarse, es que una
tasa de inoculacién baja, como 10* ufc/g, podria dar lugar a una mejor adaptacién metabdlica de
las BAL inoculadas. Esta baja dosis implicé indudablemente mds ciclos de duplicacidon hasta
alcanzar la fase estacionaria que una dosis de inoculacién alta, como 107 ufc/g. Esta tltima estd
mis cerca de la concentracién cominmente alcanzada por las BAL en una fase estacionaria (10°
ufc/g, aproximadamente), por lo que se necesitan menos ciclos de replicacion para llegar a la fase
estacionaria y, en consecuencia, hay menor tiempo disponible para adaptarse a las condiciones de
estrés del ambiente a los que pueden estar expuestas las células. La adaptacion es crucial para la
supervivencia ya que estimula la produccién de energia adicional y baja los niveles de estrés, por
ejemplo a través de la alcalinizacién del citosol bajo condiciones dcidas [102]. Estos resultados
también nos permiten confirmar que las cepas, incluso a las menores dosis de inoculacién, fueron
capaces de acelerar significativamente la fermentacién. Por ejemplo, en los minisilos inoculados
con 107 ufc/g, los recuentos de BAL totales luego de 30 dias de fermentacién fueron mucho més
bajos, sugiriendo que las cepas inoculadas rdpidamente alcanzaron la fase estacionaria,
perjudicando la proliferacion de la microbiota epifita, y entrando en la fase de muerte. En otras
palabras, las cepas inoculadas no permitieron el desarrollo de la microbiota epifita, como puede
observarse en el recuento del control sin inocular.

La performance de las cepas Lactobacillus plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15, fue
estudiada en un ensayo de fermentacion cruzada, en el cual se ensay6 su capacidad fermentativa
en minisilos de avena, alfalfa, sorgo y maiz. Debido a que la fermentacion del silaje depende de
numerosos factores, entre los cuales se encuentra la naturaleza del vegetal, en este estudio se
comparo la eficiencia de cada una de las cuatro cepas de L. plantarum en cada uno de los forrajes.
En el ensilado de avena, el nivel inicial de BAL epifitas totales en el material de partida fue
cercano a la concentracion de BAL inoculadas. Por esto, el efecto potencial de la inoculacién
podria estar enmascarado por la poblacién epifita, siendo un desafio adicional para las cepas
seleccionadas con las que se busca dominar la fermentacién [83]. A pesar de esto, LpAv, LpS13
y LpMI15 fueron las mds efectivas en la acidificacion de la avena, disminuyendo
considerablemente el pH en 48 h comparado con el control y LpA3, Ademas, LpM15 disminuy6
los parametros quimicos FDA y FDN a los 30 dias de fermentacidn, lo cual podria promover
efectos positivos en el rendimiento animal, ya que ambos pardmetros estin indirectamente

relacionados a la digestibilidad y consumo de materia seca, respectivamente [103], [104].
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En general, el ensilado de alfalfa no es un proceso sencillo y presenta un gran desafio
debido a que este forraje posee un bajo contenido de carbohidratos solubles y una alta capacidad
buffer, dificultando el proceso de fermentacién y disminucién del pH [79]. A pesar de esto, L.
plantarum ha sido utilizada exitosamente en la fermentacion de alfalfa con un contenido de MS
amplio, resultando en valores de pH que varian principalmente entre 4,29 y 5,01, segin la
bibliografia consultada [83], [105]. En el caso del ensilado de alfalfa, solo LpAv tuvo un efecto
significativo en la disminucién del pH del silaje tanto a las 72 h como a los 30 dias. Por otro lado,
la inoculacién de todas las cepas generd silajes con una menor concentracién de nitrégeno
amoniacal con respecto al control, lo cual es visto como un efecto positivo, debido a que este
pardmetro es utilizado generalmente como indicador de la degradacién proteica del material v,
consecuentemente, de una mala conservacién [106]. En base a lo anterior, se podria sugerir que
la inoculacién disminuy6 la protedlisis y la tasa de desaminaciéon en todos los casos y,
particularmente, LpAv produjo un silaje con un valor de nitrégeno amoniacal dos veces menor
que el control. Por otro lado, el uso de LpM15 indujo una disminucioén significativa del contenido
de MS, comparado al control, lo cual podria deberse a la disminucién mds lenta del pH. Esto se
considera un evento no deseado ya que podria influir en la pérdida de MS, dando origen a un
silaje de menor calidad nutritiva [85]. En este trabajo se han obtenido valores de pérdida de MS
negativos, con el uso de LpAv, LpA3 y LpS13, lo cual puede ocurrir cuando los valores MS antes
y después de ensilar son muy cercanos entre ellos, por lo que las diferencias pueden ser negativas,
pero no estadisticamente significativas, concluyendo asi que hubo una conservacién de la MS
[106]-[108].

Aunque la inoculacidn del sorgo no modificé la composicién quimica final del material
con respecto al control, todas las cepas de L. plantarum mejoraron el proceso de fermentacion
acelerando significativamente la caida del pH y generando un pH menor luego de 30 dias. A pesar
de esto, solo en el caso de LpM15 se detectaron cantidades significativas de BAL viables al
tiempo final. Un antecedente similar fue encontrado en un trabajo reciente [91], en el cual se
utilizaron dos cepas de L. plantarum para el ensilado de sorgo (una comercial y otra aislada de
sorgo) y, aunque ambas cepas mejoraron la conservacion del material, no se detectaron BAL
totales a los 30 dias en el caso del inoculante comercial. La viabilidad celular a lo largo del proceso
de conservacién podria representar una ventaja debido a que, aunque es una hipdtesis que necesita
ser estudiada con mayor profundidad, las BAL viables presentes en el ensilaje tendrian un
potencial efecto beneficioso para los rumiantes [69], [109], [110].

Generalmente se considera que una disminucién rapida del pH hasta un valor cercano a
4,2 es adecuado para la conservacién del forraje. En el caso del silaje del maiz, debido a su
composicion quimica, estos valores se alcanzan comiinmente en las primeras horas del proceso,
incluso sin la utilizacién de un inoculante microbiano, por lo cual en este sustrato no habria

margen considerable para observar un efecto significativo del inoculante en el pH [111]. Sin
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embargo, en este trabajo, la inoculacién con LpAv, LpA3, LpS13 y LpMI15 aceleraron
significativamente el proceso durante las primeras 24 h con respecto al control, reflejado en los
pH, sin diferencias entre las cepas. Esto coincide con los resultados del ensayo previo de dosis-
respuesta realizado en maiz, lo cual es consistente con la correlacion entre los ensayos in vitro
(con extractos vegetales) e in situ (minisilos) observada por Saarisalo et al. [112], siendo asi un
método de screening Ttil para la seleccion de cepas. Ademads, LpAv, LpS13 y LpM15 condujeron
a silajes con menor contenido de nitrégeno amoniacal, comparado con el control. De manera
similar a lo ocurrido en ensilajes de avena, puede observarse un efecto positivo de la inoculacién
en el valor nutricional y pH del forraje fermentado, a pesar de que la carga de BAL epifitas en el
material de partida superan a la cantidad de BAL inoculadas.

A modo resumido, al realizar los ensayos de fermentacién cruzada de las cepas
L. plantarum LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15, se observé que LpM15 (derivado de maiz) fue la
mas eficiente para el ensilado de avena y ademads seria la cepa de eleccion para la fermentacion
de sorgo, debido a su viabilidad, mientras que LpAv (aislada de avena) mostré una mejor
performance que las demds en alfalfa, acelerando la caida del pH y disminuyendo la protedlisis.
Asimismo, aunque todas las cepas pueden considerarse efectivas para la disminucién del pH del
silaje de maiz, en particular LpAv, LpS13 y LpM15 produjeron menor contenido de nitrégeno-
NH3; comparado al control. Estos resultados respaldan el hecho de que el origen de las cepas es
de importancia secundaria, siendo su capacidad de fermentacién intrinseca y la naturaleza del
forraje las caracteristicas principales a considerarse para el éxito del proceso de conservacién del
material vegetal [113].

Al momento de abrir los silos para la alimentacién del ganado, existe otro desafio a
enfrentar, el contacto del material fermentado con el aire, lo que da lugar a la posible fermentacion
por parte de los hongos filamentosos y las levaduras presentes. La estabilidad aerébica (EA) es la
capacidad de mantener la calidad nutricional y sanitaria del silaje, por un largo periodo de tiempo,
en presencia del aire. Se considera que la EA se pierde cuando la temperatura del material
fermentado aumenta 2 °C por encima de la temperatura ambiente [36]. La utilizacién de cepas de
BAL heterofermentantes es una estrategia muy utilizada para aumentar la EA de silajes, siendo
el acido acético uno de los principales acidos orgdnicos responsable de promoverla [43]. En este
sentido, se realiz6 una seleccion de cuatro cepas heterofermentantes (L. brevis LbB2, L. brevis
LbM6, L. fermentum LESY1 y L. fermentum LfM1) en base a la capacidad de produccion de acido
acético en medio MRS caldo. Posteriormente, se estudi6 el efecto de estas cuatro cepas en la EA
de micro-silos de maiz. Se observo que LbM6 y LfM1 generaron un aumento de EA similar a las
cepas de L. buchneri, la especie mas estudiada y utilizada por excelencia en inoculantes
comerciales [114]-[116] (Tabla 3). Solo algunas cepas de otras especies de BAL
heterofermentantes, distintas a L. buchneri, han sido estudiadas, como L. brevis, L. diolovorans,

L. hilgardii, L. kefiri y L. parafarraginis [117]. Sin embargo, la bisqueda de nuevas especies y
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cepas siempre estd activa. Hay disponibles publicaciones que informan que algunas cepas de L.
brevis aumentan la EA, pero con menor eficiencia que L. buchneri [43], [118]. Por otro lado,
existe una muy limitada evidencia publicada sobre la posibilidad de usar cepas de L. fermentum
para el aumento de la EA [119]. Segtin nuestro conocimiento, L. fermentum no ha sido empleado
en inoculantes comerciales para promover el aumento de la EA, al menos en América del Sur. En
este sentido, los resultados de este estudio muestran un gran potencial de L. fermentum LfMI,
entre otros aislamientos, a ser usado en inoculantes para silos para el mejoramiento de la

estabilidad aerdbica.
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6. CONCLUSIONES

En esta parte de este trabajo de tesis doctoral se obtuvieron 129 aislamientos de BAL, a
partir de 14 sustratos vegetales recién cosechados, demostrdndose la ubicuidad de las mismas.
Ademas, la aplicacién de una serie de ensayos experimentales sucesivos nos permitié la seleccién
de un ndmero reducido de candidatos con potencial para ser utilizados como inoculantes. En base
a los estudios realizados, cuatro cepas de L. plantarum (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15) fueron
seleccionados y su caracterizacién mostré su potencial para uso como inoculante para ensilado de
alfalfa, avena, sorgo y maiz. Por otro lado, L. fermentum LfM1 fue seleccionado por su
performance en estudios a escala de laboratorio, confiriendo un aumento en la estabilidad
aerdbica de ensilajes de maiz. Sin embargo, es necesario profundizar los estudios para determinar
su comportamiento ya sea solos, o en combinacién. Asimismo, el resto de los aislamientos
constituye una colecciéon de cepas de BAL autdéctonas de gran valor, las cuales podrdn ser
estudiadas en el futuro para aplicaciones en alimentacién tanto animal como humana. Parte de
esta coleccion (50 cepas) fue cedida en préstamo a través de un MTA (Material Transfer
Agreement), por el plazo de 5 afios, a la empresa Lactosan (Austria) para profundizar los estudios
sobre su potencial de aplicacion como inoculantes para silos y la eventual transferencia

tecnoldgica de las cepas seleccionadas (Exp. UNL REC-0961465-19, 21/02/19).
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1. INTRODUCCION

El ensilado es de gran importancia en numerosas zonas del mundo como medio para un
suministro continuo de alimento al ganado a lo largo del afio. Se trata de un proceso complejo
dependiente de numerosos factores tales como condiciones ambientales, composicién quimica
del forraje y microorganismos presentes en el material inicial. En particular, las bacterias lacticas
epifitas pueden encontrarse en las plantas en concentraciones muy variables que van de 10" a 10’
ufc/g de material fresco, por lo que su abundancia puede no ser siempre suficiente para dirigir la
fermentacion lactica [35], [69]. Para garantizar una adecuada conservacién pueden utilizarse
diferentes aditivos, siendo los inoculantes compuestos por bacterias lacticas una de las alternativas
mds empleadas. Estas BAL inoculadas deben superar y dominar la microbiota compleja, y
variable entre lotes del mismo material forrajero, presente en el material a ensilar, con el fin de
obtener ensilados con calidad nutricional y microbiolégica adecuadas [83].

El desarrollo de aditivos que permitan mejorar la conservacion y calidad del forraje es un
drea de investigacién muy activa, dentro de la cual se encuentra la bisqueda de nuevas cepas de
BAL con caracteristicas especificas que ayuden a resolver problemas comunes en la conservaciéon
del material vegetal. Existen atin numerosos desafios que representan potenciales oportunidades
en este campo de aplicacion de las BAL, siendo continuo el aislamiento y/o caracterizacion de
cepas para el desarrollo de nuevos inoculantes [62]. Las técnicas convencionales de cultivo en
placa, las cuales utilizan medios de cultivo y condiciones selectivas, han sido empleadas
histéricamente en el aislamiento y estudio de cepas de BAL, por ejemplo, como en la primera
parte de esta Tesis. Asimismo, estas técnicas dependientes del cultivo han sido utilizadas para el
estudio de la composicién microbioldgica de ensilados, las cuales han sido muy utiles para
comprender el papel de las BAL en este proceso, y la contribucién de microorganismos
perjudiciales como Clostridium, levaduras y mohos en el deterioro del material vegetal. Sin
embargo, estas técnicas se limitan a microorganismos cultivables en condiciones especificas,
resultando en la subestimacién de la diversidad del microbioma del ensilaje [44].

El avance de las técnicas de secuenciacion masiva ha permitido en los tdltimos afios el
estudio de las comunidades microbianas en su ambiente natural. El uso de las técnicas de
secuenciacion de nueva generacion (“Next Generation Sequencing”, NGS) permite conocer de
manera mas completa las caracteristicas de las poblaciones microbianas, asi como su dindmica en
el proceso de ensilado. Esto ha generado una nueva vision de la complejidad de la ecologia
microbiana, caracterizando el papel de las poblaciones epifitas en la calidad del ensilado y cémo
los aditivos pueden generar poblaciones mas propicias para la produccién de un ensilado de alta
calidad. El “metaprofiling”, o perfilado genético a gran escala, es una de las técnicas mas

utilizadas, la cual se basa en laa mplificacion de un solo gen, marcador o amplicén, por ejemplo,
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el gen que codifica para el 16S rRNA en procariotas [44]. El estudio de la diversidad y dindmica
microbiana en ensilajes aporta al conocimiento mds amplio y profundo del proceso, lo cual puede
contribuir al desarrollo de nuevos aditivos para mejorar la calidad sanitaria y nutricional de los
ensilados y para hacer frente a los desafios de este método de conservacién tan utilizado [120].

Por otro lado, se han publicado estudios que sugieren que la alimentacién del ganado con
ensilajes podria aumentar la performance animal (mayor ingesta, mejora en el estado sanitario,
mayor produccién de leche y carne) y, aunque los mecanismos de accién no estdn completamente
dilucidados y son necesarios mds estudios, se proponen efectos beneficiosos potenciales de cepas
de BAL en rumiantes [60]. Particularmente, para llegar a ejercer un efecto beneficioso a nivel
intestinal, las BAL deberian resistir a las condiciones ruminales, lo cual ha sido informado en
algunos estudios [121], [122], y ademds, se ha propuesto el ensilaje como vehiculo para la
administracion de probidticos al ganado, aunque los efectos de estos a nivel intestinal no han sido
muy estudiados [123]. Ademds, también podrian verificarse efectos benéficos para
microorganismos no viables y sus metabolitos y fragmentos celulares, lo cual ha sido la base del
desarrollo reciente del concepto de postbidticos [124].

En esta parte de la Tesis se utilizaron técnicas de NGS y citometria de flujo para analizar
el efecto de la inoculaciéon de sorgo con L. plantarum LpAv, P. pentosaceus PpM vy
Lacticaseibacillus paracasei LcAv. Estas cepas fueron seleccionadas a partir de la caracterizacién
ensayos in vitro de co-cultivos con macréfagos murinos RAW 264.7, detallado en el capitulo 3
de la Tesis, seccion 4.1. Estas 3 cepas fueron las que indujeron la produccién de IL-10 en mayor
magnitud. Se llevé a cabo un ensayo con animales para una exploracién preliminar del potencial

del ensilaje para promover la salud intestinal.
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2. OBIJETIVOS

v Estudiar la dindmica bacteriana en silos de sorgo fermentados espontdneamente e inoculados
con Lactobacillus plantarum LpAv, Pediococcus pentosaceus PpM 'y Lactobacillus
paracasei LcAv, mediante técnicas independientes del cultivo.

v Estudiar la capacidad promotora de la salud intestinal de silos de sorgo inoculados con BAL
con potencial inmunomodulador: Lactobacillus plantarum LpAv, Pediococcus pentosaceus

PpM y Lactobacillus paracasei LcAv.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Bacterias lacticas

En este capitulo de Tesis se utilizaron tres cepas de BAL: L. plantarum LpAv, L.
paracasei LcAv and P. pentosaceous PpM. Estas 3 BAL se utilizaron aqui por su potencial
inmunomodulador, lo cual se describe en el capitulo 3 de este trabajo. Estas cepas son mantenidas
a -70 °C, como parte de la coleccién de cultivos del INLAIN. Para su uso, las BAL fueron

cultivadas dos veces sucesivas en caldo MRS e incubadas a 35°C en aerobiosis.

3.2 Confeccion de micro-silos

Los silos de sorgo fueron confeccionados a escala de laboratorio como se describe en la
seccion 3.3.3.1 (capitulo 1). Brevemente, cultivos de L. plantarum LpAv, L. paracasei LcAv'y P.
pentosaceus PpM1 en MRS caldo (37°C, 18 h, aerobiosis) fueron lavados con buffer PBS (pH
7,2) y resuspendidos todos juntos en NaCl 0,85 % (p/v). El sorgo, picado a campo, fue rociado
con la suspensién anterior a razén de 20 ml/kg de forraje fresco, obteniendo una concentracion
de cada cepa de BAL del orden de 10° ufc/g. Porciones de 1 kg del material inoculado y no
inoculado (control) se dispusieron por separado en bolsas de polietileno (Cryovac: BB4LA), se
sellaron al vacio (envasadora Turbovac, Bosch), y se incubaron a temperatura ambiente (25°C)
durante 30 dias. Los silos inoculados y control fueron realizados por triplicados independientes

para cada tiempo de muestreo:0, 24, 48, 72 h y 30 dias de fermentacion.

3.3 Andlisis microbioldgico y fisicoquimicos

Muestras de 10 g de cada microsilo se homogeneizaron con 90 ml de agua estéril en
stomacher (3 ciclos de 3 min, alta velocidad). Se determiné pH, recuentos de BAL totales en
placas de MRS-agar (35°C, 48 h, aerobiosis) y hongos y levaduras en Glucosa Cloranfenicol agar
(25°C, 7 dias, aerobiosis) a los 0, 1, 2, 3 y 30 dias de fermentacién. Asimismo, se realizaron las
determinaciones quimicas % MS, %PB, % Cz, % FDAs, % FDNa, % LDA, % EE y N-NH3/NT,
al inicio y luego de 30 dias de fermentacién, segtin se describe en la seccidn 3.3.4.3 (capitulo 1).

Todas las determinaciones se realizaron en triplicados independientes.
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3.4 Determinacion de la composicion bacteriana por
secuenciacion del gen 16S ARNr

3.4.1 Exiraccion y aislamiento del ADN total

Se realiz6 la extraccién del ADN total de las muestras silajes de sorgo sin inocular y de
los inoculados (L. plantarum LpAv, L. paracasei L.cAv y P. pentosaceus PpM1) al inicio (t = 0)
luego de 3 y 30 dias de fermentacién. Para esto, 30 g de cada muestra se homogeneizaron con
100 ml de NaCl 0,85 % (p/v) usando stomacher (3 ciclos de 3 min, baja velocidad), se filtraron
con gasa estéril y los sobrenadantes se centrifugaron a 15000 xg por 20 min. Los pellets
resultantes se lavaron dos veces con 30 ml de buffer de disociacién (Tris-HCI 100 mM, EDTA 50
mM, NaCl 150 mM, pH 8.0) [125]. Para la extraccién de ADN se us6 el kit QIAamp DNA stool
kit (Qiagen). Cada pellet (0,3 g) se resuspendié en solucién ASL y, para facilitar la lisis celular,
se agregaron perlas de vidrio (0,1, 0,4 y 0,6 mm) y se trat6 en disruptor celular “Mini BeadBeater”
(Biospec, Bartlesville, IL, EEUU) 3 ciclos de 1 min con intervalos de 30 s en bafio de hielo,
continuando luego con el protocolo especificado por el fabricante. El ADN obtenido se cuantific
por fluorimetriaen equipo Qubit (Thermo Fisher Scientific) usando el kit QubitdsDNA BR Assay
Kit. Las muestras de ADN total fueron congeladas a -20°C y enviadas la Unidad de Gendmica
del Instituto de Biotecnologia, perteneciente al Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

(INTA, Hurlingham, Buenos Aires, Argentina).

3.4.2 Secuenciacion del gen 16S ARNr

La amplificacién de la region V3-V4 del gen 16S ARNr y secuenciacion por Illumina fue
llevada a cabo por la Unidad de Gendémica del Instituto de Biotecnologia (INTA, Buenos Aires,
Argentina). Brevemente, se realizé la amplificacion del gen 16S ARNr (V3-V4) usando el par de
cebadores  universales 341F (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') 'y 805R  (5'-
GGACTACHVGGGTATCTAATCC-3"), con la adicién de secuencias adaptadoras estdndar para
la plataforma MiSeq [126]. La secuenciacién se realizé en el equipo MiSeq (Illumina), siguiendo
las especificaciones del fabricante para una corrida “paired-end” de 2x250 pb, en el servicio

CATG-INTA.

3.4.3 Andilisis bioinformdtico de los datos de secuenciacion masiva

Las secuencias crudas fueron procesadas utilizando una versién modificada de pipeline

propuesto por Logares (2017) (https://github.com/ramalok). Primero se corrigieron errores de

sustitucion, ocurridos durante la secuenciacion, utilizando el software “SPAdes v3.5.0” [128], el

cual emplea algoritmos basados en el agrupamiento de HAMMER en base a los valores de calidad
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de las secuencias e introduce sanciones bayesianas (BAYES HAMMER tool) [129]. A
continuacion, se filtraron las secuencias en base a su calidad usando la funcion “fastq_filter”, del
programa “USEARCH-v10” [130]( Edgar & Flyvbjerg, 2015). Las secuencias que pasaron el
control de calidad fueron analizadas usando “UNOISE2” [131] para definir las OTUs
(“operational taxonomic units”) sin agrupamiento (zero-radiusOTUs [zOTUs]) [132], [133].
Posteriormente, las zZOTUs fueron asignadas taxonémicamente mediante BLAST [134] usando la
base de datos SILVA (SSU Ref 132 NR 99), y se construyeron las tablas de zOTU con la funcién
“otutab” en USEARCH-v10 [130]. A continuacidn, se us6 la funcidon “rarefy” el paquete de datos
“vegan v.2.5”[135] para obtener la tabla de zOTU normalizada, compuesta solo por aquellas
OTUs con abundancia mayor o igual a 10 secuencias, para que nuestras conclusiones no estian
sesgadas por errores de secuenciacion. Asimismo, con este mismo paquete de datos se obtuvieron

las curvas de rarefaccion de las zZOTU, para evaluar si la riqueza alcanzd la saturacion.

3.5 Estudio de las poblaciones celulares por citometria de flujo

Se utiliz6 citometria de flujo para cuantificar las proporciones de bacterias viables, no
viables y dafiadas presentes en el ensilado de sorgo. Las poblaciones celulares fueron analizadas
tanto en los ensilados control (sin inocular) como en los ensilados inoculados (L. plantarum
LpAv, L. paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1) al comienzo (t = 0) y luego de 3 y 30 dias de
fermentacion. Se homogeneizaron 50 g de muestra de cada ensilado con 200 ml de agua destilada
en stomacher (3 ciclos de 3 min, baja velocidad). Las muestras homogeneizadas fueron luego
filtradas con gasa y centrifugadas (12000 x g, 15 min). Los pellets obtenidos se lavaron dos veces
con solucioén fisiolégica de fosfato y se resuspendieron en solucién fisioldgica de fosfato que
contenia 0,01 % (v/v) de TWEEN® y 1 mmol/l de EDTA, hasta alcanzar una densidad celular
aproximada de 107 ufc/mL [136]. Las suspensiones celulares obtenidas se filtraron con filtros de
40 pm y se tifieron usando con yoduro de propidio (PI, 43 umol/l) y naranja de tiazol (TO, 420
nmol/l) del kit BD™ Cell Viability (BD Biosciences, CA, Estados Unidos) durante 5 min a
temperatura ambiente en la oscuridad, segtin las instrucciones del fabricante. Se realiz6 control
positivo con células vivas no tratadas, y control negativo con células muertas (80 °C por 20 min
en buffer potasico). Las células muertas (rojas) y las no tratadas (verdes) se utilizaron para
designar las subpoblaciones muertas (R1) y vivas (R3), mientras que todas las células situadas
entre R1 y R3 se marcaron como dafiadas (R2). Para obtener los datos se utilizé el software
GuavaCytoSoftTM 3.6.1, y los mismos se analizaron con el software FlowJo 10 (BD

Biosciences). Se registraron al menos un total de 30.000 eventos para cada muestra.
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3.6 Ensayo de sobrevida contra la infeccion por Salmonella
Typhimurium

3.6.1 Animales

Se emplearon ratones machos BALB/c, de seis semanas de edad (20,1 £ 1,0 g),
provenientes del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral
(CMC-ICiVet-Litoral, CONICET-UNL), Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL (Esperanza,
Santa Fe, Argentina). Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cajas pldsticas (4-5
ratones/caja) y mantenidos una semana en el bioterio del INLAIN previo al comienzo de las
experiencias. Se mantuvo un ambiente controlado a 21 = 2 °C con 55 + 2 % de humedad y un
ciclo de luz/oscuridad de 12 h, con 20 renovaciones del volumen de aire del ambiente/hora. Los
animales fueron mantenidos y tratados de acuerdo con los lineamientos establecidos por el
National Institute of Health (NIH, EEUU) y los experimentos fueron aprobados por el Comité de
ética animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL. Todos los animales recibieron, en
simultdneo y ad libitum, agua potable y alimento balanceado estéril (Cooperacién, Buenos Aires,
Argentina) con 230 g/Kg de proteina, 60 g/kg de fibra cruda, 100 g/kg de minerales totales, 13
g/kg de Ca, 8 g/lkg de P, 120 g/kg de agua y vitaminas. Los ingredientes utilizados por el proveedor
en la formulacién fueron: harina de maiz, trigo y soja, aceite de soja, gluten de maiz, aceite de
girasol, harina de pescado, vitamina A, B1, B2, B6, B12, C, D3, K, biotina, 4cido félico, dcido
pantoténico, acido nicotinico, cloruro de colina, carbonato de calcio, cloruro de sodio, selenito de
sodio yodato de calcio, 6xido de cobre, sulfato ferroso, 6xido manganoso, 6xido de magnesio,

oxido de zinc, lisina, metionina, treonina y extracto de romero.

3.6.2 Salmonella Typhimurium

Salmonella enterica serovar. Thyphimurium 1724/12, obtenida del Instituto Malbran
(Buenosa Aires, Argentina) y conservada a -70°C en medio Triptona de Soja (TS, Biokar)
adicionada con 20 % (v/v) de glicerol (Cicarelli), en la coleccién del INLAIN. La cepa de
Salmonella fue reactivada overnight (18 h) en caldo TS a 37 °C en aerobiosis para la infeccién de

los animales en el ensayo de sobrevida.

3.6.3 Ensayo de sobrevida

Para la realizacion de este ensayo, el tamafio de las muestras (cantidad de animales) fue
calculado de acuerdo a Charan y Kantharia [137], considerando un nivel de significancia del 5%,
con una potencia del 80 % y una tasa de sobrevida del 40 % en el grupo control y 90 % en el

grupo que recibe el tratamiento en estudio, dando como resultado un minimo de 10 animales por
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grupo. Todos los animales recibieron, via intragistrica (gavage), 0,3 ml de las muestras
correspondientes, durante 10 dias consecutivos. Al dia 11, se desafiaron (intubacién intragdstrica
o gavage) los ratones con una tnica dosis infectiva (10° ufc/ratén) de S. Thyphimurium 1724/12.
Para este ensayo, se conformaron tres grupos experimentales de 12 animales cada uno: 1) grupo
control (GC), el cual recibi6 agua de canilla estéril; 2) ensilaje inoculado (EI), el cual recibié un
extracto acuoso del ensilaje inoculado (LpAv, LpAc y PpM) y fermentado durante 30 dias; 3)
ensilaje control (EC), el cual recibié un extracto del ensilaje control fermentado durante 30 dias;
y 4) sorgo fresco no inoculado (SF), el cual recibié un extracto del sorgo picado previo al ensilaje.
Todos los extractos se obtuvieron homogenizando 50 g del material correspondiente (ensilaje
inoculado fermentado, ensilaje control fermentado, sorgo fresco sin inocular) con 200 ml de agua
de canilla estéril en stomacher (3 ciclos de 3 min, alta velocidad), y se filtré con gasa, siendo la
suspension resultante el extracto a administrar a los animales.

La sobrevida post-infecciéon fue monitoreada diariamente y se considerd el ensayo
finalizado cuando no se registré ninguna muerte en ninguno de los grupos estudiados después de
tres dias consecutivos. Se graficé la mortalidad acumulada en el periodo post-infeccién en funcién

del tiempo, y se expresaron los resultados como % de sobrevida frente la infeccion.

3.7 Anadlisis estadistico

Las determinaciones fisicoquimicas y andlisis microbiolégicos fueron realizados por
triplicados y los resultados fueron presentados como el valor promedio + desviacién estandar
(SD). Se utiliz6 el software SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos) para el andlisis
ANOVA de los datos. Las pruebas post hoc de Tuckey y Duncan fueron usadas para detectar
diferencias significativas entre valores cuando p < 0,05.

Se us6 el software PAST [138] para examinar diferencias en la composicion bacteriana
de las zOTUs correspondientes a las muestras inoculadas y control a los tiempos 0, 3 y 30 dias, a
través de un analisis NMDS (non-metric multi-dimensional scaling plot) y ANOSIM (9999
permutaciones) en matrices triangulares Bray-Curtis. Para estudiar la estructura taxondmica
general de las comunidades bacterianas, se estimaron la riqueza, por medio del indice Chaol
[139], y la diversidad, por el indice Shannon [140], a partir de la tabla zZOTU normalizada. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando p < 0,05. Para comparar
entre las muestras control y tratadas se aplicaron los test t y de Mann-Whitney. Para comparar
entre muestra control y tratada a distintos tiempos (muestras pareadas) se usaron ANOVA
(paramétrica) con la prueba post hoc de Tuckey o Friedman (no paramétrica) y Wilcoxon.

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos en el ensayo con animales se realizd
con el programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, Estados Unidos) usando la

prueba “log Rank test”.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlisis microbioldgico y fisicoquimico de los ensilados de
sorgo

Los recuentos de BAL totales, de hongos filamentosos y levaduras y los valores de pH
del ensilaje de sorgo previo a la fermentacion (t=0) y luego de 1, 2, 3 y 30 dias de fermentacidén
se muestran en la tabla 11. Aunque la inoculacién increment6 el recuento de BAL totales (logio
ufc/g) en aproximadamente 1 orden logaritmico, no hubo diferencias significativas en los
recuentos durante los tres primeros dias de fermentacidn entre los ensilajes control y tratado. Sin
embargo, la inoculacién con LpAv, LpAc y PpM redujo significativamente el valor del pH del
ensilaje desde el dia 1 (p = 0,003) y hasta el final del experimento (p = 0,029), cuando se compard
con el control. Asimismo, el pH mostré valores minimos a los 2 dias en ambos ensilajes,
permaneciendo sin cambios notables atin al dia 30. Después de 30 dias, los ensilados inoculados
mostraron recuentos de BAL de aproximadamente 1 orden logaritmico mayor que el control (p =
0,000). Por ultimo, no se observé un efecto significativo de la inoculacién sobre la concentraciéon

de hongos y levaduras a los 30 dias de ensilaje.

Tabla 11 —Recuento de BAL totales y de hongos filamentosos y levaduras (logio ufc/g) y valores
de pH de los ensilados de sorgo control (sin inocular) e inoculados con Lactobacillus plantarum
LpAv, Lactobacillus paracasei LcAv 'y Pediococcus pentosaceous PpM, previo a la fermentacion
(t=0)yluegode 1, 2, 3 y 30 dias de fermentacion.

Recuentos celulares (logio ufc/g + SD)

Tiempo (dias) Hongos filamentosos y pH
Bacterias lacticas levaduras
Control Inoculado Control  Inoculado Control Inoculado
0 5,69 £0,02* 6,90 +0,01° 6,36 £0,03 6,30 0,02 5,86+0,02 5,86 +0,02
1 9,07 £0,14 9,17 £0,06 Nd Nd 421 £0,09° 4,06 +0,04°
2 9,12 0,17 9,05 £0,05 Nd Nd 4,01 +£0,02* 3,81 +0,04"
3 9,02 £0,09 9,13 £0,05 Nd Nd 4,02 +0,04* 3,89 +0,02°
30 7,64 £0,03* 8,34 £0,07° 3,68 +£0,334,12+0,12 4,00 +0,02* 3,88 +0,02°

Los valores son promedios (+ SD) de 3 repeticiones. Nd: no disponible. ** valores con diferente
superindice en la misma fila, para cada pardmetro determinado, difieren significativamente (p <
0,05).
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Con respecto a los anélisis quimicos de los ensilajes (Tabla 12), el contenido de MS del
material al inicio del ensilaje fue 31,1720,05 %. Luego de 30 dias, los pardmetros que mostraron
diferencias entre muestras inoculadas y controles fueron MS y LDA, sin diferencias significativas

para el resto de las determinaciones realizadas.

Tabla 12 — Andlisis quimico de ensilaje de sorgo control e inoculado con L. plantarum LpAv, L.
paracasei LcAv y P. pentosaceous PpM. Las muestras fueron tomadas de los ensilajes previo a
la fermentacién (S0) y luego de 30 dias de fermentacién del control (C30) e inoculado (I130).

N-NH3/NT Pérdida de
(%) MS (%) PB (%) FDNa (%) FDAs (%) LDA (%) EE (%) Cz (%)

SO 3,64+0,25° ) 5,69+0,34 52,67+5,49 28,86+2,94 5,09+0,18" 2,20+0,36* 7,45+0,24
C30 3,70£0,01*° 2,73+0,23* 5,64+0,65 45,945,773 25,54+2,95 4,81+0,38" 3,06+0,55*"6,90+1,15
130 4,05£0,19° 1,4240,39" 5,62+0,39 45,07+3,71 24,93+2,09 5,71+0,42° 3,76+0,27° 6,77+0,74

ab,c

Los valores son promedios (= SD) de 3 repeticiones. valores en columna con distinto

superindice difieren significativamente (p < 0,05).

4.2 Andlisis de la comunidad bacteriana de los ensilados de
sorgo

4.2.1 Secuenciacion del gen 16S ARNr

Se estudid la composicion de la comunidad microbiana durante el experimento mediante
secuenciacion masiva del gen 16S ARNr (plataforma Illumina). Segtn las curvas de rarefaccion
obtenidas (Fig. S1, material suplementario), el proceso fue suficiente para secuenciar una gran
fraccion de la riqueza bacteriana en todos los tiempos de muestreo. Brevemente, el andlisis de la
secuenciacion generd 3.558.692 lecturas crudas (forward + reverse) de una longitud de 250 nt.
Se obtuvo una primera tabla de zZOTUs de 917 zOTUs y 811.690 lecturas, la cual se proces6 para
generar la tabla de zOTUs normalizada compuesta por 881 zOTUs bacterianos y una media de
19.933 lecturas por muestra. Los detalles del nimero de lecturas generadas por muestra antes y
después del filtrado de calidad, junto con el nimero de OTUs detectadas en cada muestra, se

presentan en la Tabla S1 (material suplementario).

4.2.2 Andilisis de la diversidad bacteriana

Para estudiar la similitud en la estructura taxondmica de las muestras se realizé un andlisis
NMDS (Non-Metric Multi-Dimensional Scaling). EI NMDS produce un ordenamiento basado
en una matriz de distancias: es probable que los objetos que se muestran mas cerca entre si sean
mas similares que los que se ubican mds lejos. En este caso, las muestras ubicadas mas cerca entre
si presentan mayor similitud entre ellas. El graifico NMDS mostré tres clusters claramente

definidos basados en las similitudes de la composicién taxonémica (Fig. 19). El primer cluster
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(A), situado del lado izquierdo del gréifico, estd compuesto por las muestras inoculadas y control
antes de la fermentacién. Las muestras inoculadas luego de 3 y 30 dias de fermentacién se
agruparon en la parte superior derecha de gréifico (B), mientras que las muestras control después
de 3 y 30 dias de fermentacién se agruparon en la parte inferior derecha del grafico (C). Para
confirmar si las diferencias en la estructura de la comunidad bacteriana de las muestras son
significativas, se realiz6 un anélisis de similitudes (ANOSIM), el cual confirmé las diferencias
entre los 3 clusters: p = 0,0027 (A-B), 0,0026 (A-C) y 0,0003 (B-C). Cabe resaltar que las
diferencias en la estructura de la comunidad se observaron ya a los 3 dias de fermentacién. Por
otro lado, para cuantificar la contribucién de cada OTU a las diferencias observadas entre los
grupos, se realizd una prueba de porcentajes de similitud (SIMPER). Las OTUs que mads
contribuyeron a la disimilitud entre los grupos A y B fueron la OTU 2 (21,20 %), seguida de la
OTU 3 (14,14 %), ambas asignadas a Lactobacillus sp. y L. plantarum, respectivamente. Cuando
se contrastaron los grupos A y C, la OTU 2 contribuyé con un 21,54 % a la diferencia. Por otro
lado, la OTU 3 y la OTU 2 ofrecieron un 24,38 y un 9,37 % de contribucidn, respectivamente, en

las diferencias entre los grupos B y C.
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Figura 19 — Grafico NMDS (siglas en inglés de Non-Metric Multidimensional Scaling) de la
microbiota de silos de sorgo control (sin inocular) e inoculados con L. plantarum LpAv, L.
paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1 antes de la fermentacion (t = 0) y luego de 30 dias.
Ensilado control al tiempo 0 (CO0), 3 (C3) y 30 dias (C30) e inoculado al tiempo O (I0), 3 (I3) y 30
dias (I30). R1, R2 y R3 en cada muestra indican el nimero de replicado. Todos los ensilajes se
realizaron por triplicado.
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Se realiz6 un anélisis de diversidad bacteriana en las muestras mediante el cédlculo de los
indices de riqueza (Chaol) y diversidad (Shannon). La inoculacién con LpAv, LcAv y PpM,
aumento significativamente la riqueza de la comunidad bacteriana al tiempo inicial con respecto
al control (p = 0,030), segin el indice Chaol (Fig. 20A). Luego de 3 y 30 dias de fermentacion,
este indice se mantuvo sin cambios significativos en el control (p = 0,657), mientras que
disminuy6 a lo largo del tiempo en los ensilados inoculados. El indice de riqueza disminuy6 en
la muestra inoculada (p = 0,001) desde 758,37 + 17,78 al comienzo hasta 448,57 + 31,73 luego
de 30 dias de fermentacién. Asimismo, al comparar entre el control y el ensilaje inoculado, la
riqueza estimada fue menor en el tratado a los 3 (p = 0,038) y 30 dias (p = 0,002).

Por otro lado, la inoculacién no afecté significativamente la diversidad bacteriana de los
ensilajes al inicio, pero el indice de Shannon disminuyé después de 3 y 30 dias de fermentacién
en ambas muestras (Fig. 20B). La mayor caida de diversidad se observé en los ensilajes
inoculados, desde 5,086 + 0,130 a 3,055 + 0,046, a los 3 dias (p = 0,000). Ademads, al comparar
entre control e inoculado, la diversidad fue menor en el ensilaje tratado a los 3 y 30 dias (p =

0,000 y 0,003, respectivamente).
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Figura 20 —Anadlisis de diversidad bacteriana de silos de sorgo control (C) e inoculado (I) con L.
plantarum LpAv, L. paracasei L.cAv y P. pentosaceus PpM1, al inicio (t = 0) y después de 3 y
30 dias de fermentacion. A) Riqueza (indice de Chaol) y B) diversidad (indice de Shannon).

4.2.3 Andlisis de la composicion bacteriana

La figura 21 A muestra la abundancia relativa de los distintos filos, en las muestras de
sorgo control y tratado, antes (t = 0) y después de 3 y 30 dias de fermentacién. El filo
predominante en el material fresco antes de la fermentacion fue Proteobacteria, disminuyendo su
abundancia relativa con la inoculacién desde 86,19 + 1,80% a 78,37 + 3,70% (p = 0,030). Luego
de 3 y 30 dias, su valor relativo disminuy6 significativamente en ambos ensilajes, siendo siempre
mayor en el control versus el tratado, con valores finales de 16,60 + 2,39% y 7,45 + 1,84%,

respectivamente (p = 0,006). Por el contrario, al inocular las 3 cepas pertenecientes al filo
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Firmicutes, su abundancia relativa aument6 de 2,52 + 0,61 a 9,34 + 3,07 % (p = 0,020). Este filo
tuvo valores considerablemente mayores a los 3 y 30 dias en ambos ensilados, siendo siempre
mayor en la muestra inoculada (p = 0,010 y 0,003, respectivamente). El aumento de la abundancia
de Firmicutes en el control fue significativo tanto a los 3 (p = 0,000) como a los 30 (p = 0,001)
dias. En el caso de las muestras inoculadas, el aumento de abundancia fue significativo a los 3
dias (p = 0,000) y, aunque muestra un valor mayor también a los 30 dias, esa diferencia no fue
estadisticamente significativa comparada con su valor a los 3 dias (p = 0,061). Firmicutes fue el
filo predominante en ambas muestras tanto a los 3 como a los 30 dias, mostrando una abundancia
relativa cercana al 80% en el control y al 90% en el ensilado inoculado al tiempo final del ensayo.
El filo Actinobacteria, representado principalmente por la clase Actinobacteria, disminuyé de un
5-6% a 0,6-1,2% a los 3 dias de fermentacidén, sin significancia estadistica entre control e
inoculado en ningln tiempo de muestreo (p > 0,05). Asimismo, la abundancia relativa de
Bacteroidetes, representado por la clase Bacteroidia, con valores de 5,71-6,03% previo a la
fermentacion, mostré un mayor descenso en ensilajes inoculados (0,30 £+ 0,05 %) que en control
(0,88 £0,09 %) a los 3 dias (p = 0,000). Por dltimo, se detectaron los filos Acidobacteria,
Epsilonbacteraeota, Patescibacteria, Planctomycetes y Verrucomicrobiaen las muestras frescas,
con abundancias relativas menores a 0,04%, siendo indetectables en ambas muestras luego de 3
y 30 dias de fermentacion.

El filo Proteobacteria estuvo representado mayoritariamente por las clases Alpha
proteobacteria y Gamma proteobacteria (Fig. 21B). Los valores relativos de las primeras se
estimaron en 33,84 +7,98% en el control y 39,71 +4,05% en el forraje inoculado, antes del inicio
del proceso de fermentacion. Estos contenidos disminuyeron significativamente a 7,01 £+ 1,35%
en control y a 3,30 + 1,30% en inoculado, con p = 0,026 al comparar entre muestras, y p = 0,000
al comparar cada ensilado con el tiempo inicial. Luego de 30 dias, la abundancia relativa se
mantuvo en valores menores en inoculados (2,85 £ 0,83%) versus control (5,56 £ 0,14%), aunque
al comparar cada muestra con el tiempo de 3 dias no se registré una disminucion significativa.
No se observé una disminucion estadisticamente significativa a los 30 dias con respecto al tiempo
anterior, siendo atn los valores relativos menores para las muestras inoculadas con respecto al
control. Después de 3 dias, el contenido relativo de esta clase disminuy6 significativamente (p =
0,000) a 7,01 £ 1,35% en el control y a 3,30 £+ 1,30% en inoculado, con p = 0,026 al comparar
entre muestras. La abundancia relativa en la muestra inoculada (2,85 + 0,83%) fue
significativamente menor que en el control (5,56 + 0,14%) después de 30 dias, pero no se
encontraron diferencias con el tiempo de 3 dias. El contenido relativo de Gamma proteobacteria
no se modificé significativamente (p = 0,116) con la inoculacién, aunque los valores fueron de
52,31 £ 9,79% en el control y 38,60 + 6,71% en el inoculado. Ya a los 3 dias sus valores
disminuyeron a 26,38 +4,21% y 12,47 + 3,92%, respectivamente, y a los 30 dias fueron de 11,04
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+ 252% y 4,59 £ 1,00%, respectivamente, siendo las diferencias entre ambas muestras
significativas con un p = 0,014 para 3 dias y 0,015 para 30 dias.

Como la clase Clostridia fue muy baja (0,00 - 0,02%) desde el principio hasta el final del
ensayo, el filo Firmicutes estuvo representado casi en su totalidad por la clase Bacilli.

Con respecto a los 6rdenes pertenecientes a Alphaprotebacteria, sus abundancias relativas
iniciales no fueron modificadas significativamente por la inoculacién (Fig. 21C). Entre ellos,
Rhizobiales se redujo significativamente de 18,32-22,45% a un nivel de 1,30-2,93% después de
3 dias, aunque sin diferencias entre control y tratado. Por otro lado, el descenso de las abundancias
de Sphingomonadales, Acetobacterales, Caulobacterales y Rhodobacterales también fue
significativo a los 3 dias en ambos ensilajes, siendo los valores de los primeros 3
significativamente mds altos en el control versus el inoculado (p = 0,039, 0,026 y 0,001,
respectivamente). Al punto de muestreo final, la diferencia entre las muestras de control y las
inoculadas fue significativa para los oOrdenes Sphingomonadales, Caulobacterales vy
Rhodobacterales (p = 0,005, 0,005 y 0,001, respectivamente). Los principales 6rdenes de la clase
Gammaproteobacteria  fueron  Enterobacteriales y Pseudomonadales, seguidos de
Xanthomonadales. Cuando las abundancias relativas en el ensilaje inoculado se compararon con
el control, no hubo diferencias previo a la fermentacidn, pero las tres fueron significativamente
menores en las muestras inoculadas versus el control a los 3 dias (p = 0,022, 0,015 y 0,000,
respectivamente) y 30 dias (p = 0,031, 0,004 y 0,026, respectivamente). Enterobacteriales
disminuy6 desde 34,18 + 9,12% (control) y 22,54 + 3,89% (inoculado) a 24,14 4,50y 11,51 +
4,03%, respectivamente, a los 3 dias, con valores de 9,58 +£2,74 y 4,16 + 0,88%, respectivamente,
a los 30 dias. Ademas, el orden Cellvibrionales mostré diferencias en el ensilado inoculado en
comparacién con el control después de 30 dias (p = 0,018 y 0,020). El género Klebsiella,
perteneciente al orden Enterobacteriales, mostr6 una abundancia significativamente menor (p =
0,002) en los ensilados tratados con las BAL (1,237 + 0,422%) en comparacién con las muestras
control (3,885 + 0,471%) después de 30 dias.

Dentro de la clase Bacilli, el orden Lactobacillales aumentd, su abundancia con la
inoculacién de 1,52 + 0,46 a 8,89 + 3,09 % (p = 0,015). Este orden incrementé su abundancia
relativa con el progreso de la fermentacion en ambos ensilajes, siendo las diferencias
significativas entre los inoculados y los controles en cada punto de muestreo. Ya a los 3 dias la
abundancia relativa en el control fue 64,33 + 4,87% y 83,27 £ 4,99% en inoculado, con un p =
0,009. Al tiempo final del ensayo, las abundancias fueron ain mayores: 81,61 + 2,06% en el
control y 91,77 + 1,97 % en las muestras tratadas (p = 0,003). Por otro lado, dentro de esta misma
clase, no hubo diferencias en la abundancia de Bacillales cuando se compar6 entre control e
inoculado, siendo menor a 0,10 ya a los 3 dias.

En general, las familias predominantes en el material de partida fueron

Enterobacteriaceae (23-33%), Sphingomonadaceae (13-15%), Rhizobiaceae (13-15%),
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Pseudomonadaceae (9-11%), Beijerinckiaceae (5-6%) y Xanthomonadaceae (3-4%) (Fig. 21D).
Con la fermentacién, las abundancias relativas de todas estas disminuyeron, siendo los valores
estimados para las tres dltimas menores al 1% ya a los 3 dias. Particularmente, Enterobacteriaceae
fue mas abundante en el control (9,58 * 2,74%) al dia 30, con un valor p = 0,031 al compararlo
con el ensilaje inoculado (4,16 £ 0,88). Por otro lado, Lactobacillaceae tuvo una abundancia muy
baja (<0,1%) en el sorgo fresco sin inocular, la cual aument6 a 7,74 + 2,76% con la inoculacién.
Al tercer dia de fermentacion, se convirti6 en la familia mds abundante, alcanzando valores de
40,93 + 0,94 % en control y casi el doble (77,32 + 3,00%) en inoculado. Estas abundancias fueron
aun mayores a los 30 dias, con 69,09 £ 2,25 en control y 88,55 + 2,27% en tratado. Asimismo,
Leuconostocaceae se convirtié en una de las familias mds abundantes al dia 30, junto con
Lactobacillaceae y Enterobacteriaceae, aunque su abundancia fue baja al principio (1%
aproximadamente). Sus valores alcanzaron unos 17,28% en control a los 3 dias y 3,18% en
inoculado, y a los 30 dias los valores fueron de 10,16 y 2,16%, respectivamente.

Dentro la familia Lactobacillaceae, ya a nivel de género, tanto el control como los
ensilados tratados mostraron una rdpida predominancia de Lactobacillus a los 3 dias, lo que
también ocurrié a los 30 dias (Fig. 21E). El control tuvo un valor estimado bajo al principio (0,057
+ 0,029 %), el cual se increment6 a 40,20 £ 0,92 y 68,41 £+ 2,30% luego de 3 y 30 dias,
respectivamente. Por otro lado, la inoculacién aument6 la abundancia relativa de esta poblacién
al inicio (p = 0,043), siendo 6,39 + 2,31% su valor previo a la fermentacién. En los tiempos de
muestreo siguientes, la abundancia de Lactobacillus fue mayor en inoculados versus control, con
valores de 73,54 + 1,78 % (p = 0,000) y 86,38 + 2,23 % (p = 0,001) a los 3 y 30 dias,
respectivamente. La inoculacién también incrementd el nivel inicial de Pediococcus, desde 0,01
+ 0,01 en el control, a 1,36 + 0,45% en tratado, con un p = 0,035. La abundancia relativa de este
género se mantuvo mas alta en los siguientes puntos de muestreo en el ensilaje inoculado con
respecto al control, con valores maximos de 0,73 + 0,03% (control) y 3,78 £ 1,29% (inoculado)
yun p =0,015 a los 3 dias. A los 30 dias los niveles se mantuvieron y también la diferencia entre
ambos ensilajes (p = 0,001). Todos los taxones pertenecientes a Pediococcus fueron asignados
como P. pentosaceus y Pediococcus sp. Dentro de la familia Leuconostocaceae, el género
Leuconostoc no sufrié cambios significativos en su abundancia relativa por la inoculacién previo
a la fermentacién, encontrandose en niveles de 0,01 aproximadamente. Asimismo, su abundancia
relativa fue significativamente mayor en el control, en contraste con el inoculado, en ambos
tiempos de muestreo. Sus valores fueron de 0,60 + 0,11 en control y 0,085 + en inoculado a los 3
dias (p = 0,001), y 0,35 + 0,05 en control y 0,05 + 0,03 en inoculado a los 30 dias (p = 0,001).
Ademas, el género Weisella, también tuvo mayor abundancia en el control en comparacion al
ensilaje inoculado, tanto a los 3 como a los 30 dias. Los valores de este fueron de 16,69 + 3,60
(control) y 3,09 + 0,97% (inoculado) a los 3 dias con p = 0,003, y 9,80 + 0,88 (control) y 2,11 +
0,15% (inoculado) a los 30 dias con p = 0,000.

90



Capitulo 2

A nivel especie, dentro del género Lactobacillus, las OTUs asignadas a L. plantarum no
se detectaron en el material de partida sin inocular, mientras que la abundancia relativa en el sorgo
fresco inoculado fue de 0,739 % 0,329 %. Luego de 3 dias, su abundancia aumenté en ambos
ensilajes, siendo mayor en el inoculado (25,94 + 0,75%) que en control (2,93 + 0,08%) (p =
0,000). A los 30 dias, los valores fueron 26,70 = 1,59% en el inoculado y 5,34 + 0,04% en el
control (p =0,000). Asimismo, L. paracasei no fue detectado en el material fresco y la inoculacién
elevd su abundancia a 2,84 £ 0,76%. Al cabo de 3 dias, la abundancia de estos OTUs fue de 0,01
+0,01% en el control y 0,95 + 0,42% en el inoculado (p = 0,011). En el dltimo tiempo de muestreo
sus valores fueron 0,01 + 0,01% en el control y 6,00 £ 1,46% en el inoculado (p = 0,000). L.
xiangfangensis, no detectado en el sorgo previo a la fermentacién, tuvo abundancias relativas de
0,10 + 0,03% (control) y 0,31 + 0,13% (inoculado) a los 3 dias, y 0,20 + 0,02 (control) y 1,28 +
0,25% (inoculado) a los 30 dias, con p = 0,001 y 0,000, respectivamente. Por otro lado, las
especies L. dextrinicus, L. modestisalitolerans, L. namurensis, L. nantensis, L. odoratitofui, L.
paralimentarius, L. pentosus, L. senmaizukei, y L. spicheri, no fueron detectadas en el sorgo
fresco (sin inocular e inoculado), sin embargo, su abundancia aument6 luego de 3 dias solo en el
control, con valores menores a 1%. Un comportamiento similar se observo a los 30 dias, siendo
las abundancias esta vez menores a 0,2% en el control, excepto para L. nantensis el cual tuvo
valores de 1,77 £ 0,18% en el control y 0,06 £ 0,04% en el inoculado (p = 0,000). Los OTUs
asignados a Lactobacillus sp. mostraron un aumento significativo (p = 0,000) al inocular el
material, desde 0,06 + 0,03% a 2,15 £+ 0,96%. Luego de 3 dias las OTUs asignadas tuvieron
valores de 34,42 + 0,59% (control) y 44,25 + 1,34% (inoculado) con p = 0,001. Finalmente, a los
30 dias, la abundancia de estos OTUs fue mayor en el control (58,93 £ 2,39%) versus inoculado
(47,68 £1,74%) con p = 0,009.

La clase Actinobacteria estuvo compuesta principalmente por los o6rdenes
Corynebacteriales, Frankiales, Kineosporiales, ~Micrococcales, Propionibacteriales y
Pseudonocardiales. Frankiales fue la tnica clase que mostré diferencias significativas en la
abundancia entre las muestras inoculadas y control después de 3 dias (p = 0,044). Algunas OTUs
asignadas a Actinobacteria (Corynebacteriales, Frankiales, Propionibacteriales) disminuyeron su
abundancia relativa con el tiempo hasta un nivel inferior a 0,10 después de 30 dias, y
Pseudonocardiales ya no se detect6 a los de 3 dias. La maxima abundancia al final del experimento
fue del 0,30 al 0,39% (Kineosporiales). El orden Chitinophagales (clase Bacteroidia) no mostré
diferencias significativas entre las muestras de control y las inoculadas a lo largo de los tiempos
de muestreo, mientras que las abundancias relativas de Cytophagales y Flavobacteriales fueron
significativamente menores en los ensilados inoculados, en comparacién con las muestras control,

después de 3 dias (p = 0,001 y p = 0,033; respectivamente).
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Figura 21 — Cambios en la composicion bacteriana de silos de sorgo control (C) e inoculado (I) con L. plantarum LpAv,
L. paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1, antes (0) y luego de 3 y 30 dias de fermentaciéon. Abundancia relativa del
gen 16S ARNr a nivel A) Filo, B) Clase, C) Orden, D) Familia y E) Género.
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4.3 Citometria de flujo

Se utilizé citometria de flujo, ademds del recuento total de BAL en medios agarizados,
para determinar las subpoblaciones de bacterias viables, dafiadas y no viables, presentes en los
ensilados. Esta metodologfa se llevé a cabo usando una combinacién de dos tinciones para
distinguir las subpoblaciones bacterianas. Mientras que el TO penetra en todas las células y genera
una sefial de fluorescencia verde, el PI penetra s6lo en aquellas con membranas dafiadas o
comprometidas, desplazando al TO y generando una sefial de fluorescencia roja, relacionada con
la extensién del dafio. Se observaron tres zonas distinguibles 1) poblacién de células
intactas/altamente viables (TO+, PI-), 2) poblacién no viable/altamente dafada o permeabilizada
(TO-, PI+) y 3) células permeabilizadas/dafiadas con capacidad de crecimiento o reproducciéon
dudosa (TO+, PI+). Los porcentajes de las diferentes poblaciones celulares se muestran en la
figura 22. Se observé un nivel muy alto de células danadas en todos los ensilajes en cada tiempo
de muestreo (> 80 %). Asimismo, a los 30 dias de fermentacidn, en el control se detecté un
porcentaje de células muertas de aproximadamente 10-20 veces mayor que en los dos primeros
puntos de muestreo, mientras que en los ensilados inoculados, el porcentaje de células no viables
fue alrededor de 5 veces mds en comparacién con los tiempos de muestreo anteriores. Se
observaron diferencias significativas entre los ensilados control y los inoculados luego de 3 dias
de fermentacién. En este tiempo, el nivel de células vivas fue significativamente mayor en el

ensilado inoculado (11,30 + 4,45%) en comparacién con el control (2,98 + 1,58%).
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Figura 22 - Porcentaje de células bacterianas detectadas por citometria de flujo para cada una de
las regiones: no viables (m), dafiadas (=) o viables (O). Diferentes letras sobre cada barra, en cada
tiempo de muestreo, indican diferencias significativas (p < 0,05) entre muestras control e
inoculada.
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4.4 Ensayo de sobrevida a la infeccion por Salmonella

Se monitoreo la sobrevida, tras de la infeccién oral por Salmonella, de ratones que habian
recibido agua de canilla, o extracto acuoso de sorgo fresco, ensilado de sorgo control
(fermentacién espontdnea por 30 dias) o ensilado de sorgo inoculado con Lactobacillus plantarum
LpAv, Lactobacillus paracasei LcAv y Pediococcus pentosaceous PpM (fermentado por 30 dias).
El ensayo se continud hasta que no se observé ninguna muerte durante tres dias consecutivos en
cada grupo experimental (Fig. 23). M4s del 50% de los animales que recibieron ensilaje control
o inoculado sobrevivieron a la infeccidn, mientras que el 30%, o menos, de los animales control
(agua de canilla o sorgo sin fermentar) sobrevivieron a la infeccién. Sin embargo, estas diferencias
en la sobrevida de animales que recibieron ensilaje y los que no, no fueron estadisticamente

significativas (p = 0,370).
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Figura 23 — Sobrevida luego de la infecciéon con Salmonella Typhimurium en ratones que
recibieron agua de canilla (A ), sorgo fresco sin inocular (¢), ensilaje inoculado () o no inoculado
(control) (m), durante 10 dias previos al desafio.
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5. DISCUSION

El ensilado es un método eficiente para la conservacién de forrajes, el cual ha sido
utilizado a lo largo de los afios en muchas regiones geograficas. Existen disponibles numerosos
aditivos que favorecen un ensilado de calidad, los cuales pueden agruparse en categorias como:
inoculantes de BAL homofermentantes, BAL heterofermentantes obligadas, combinaciones de
BAL heterofermentantes y homofermentantes obligadas, productos quimicos como &4cidos
orgdnicos, enzimas, y combinaciones de todos los anteriores [62]. La utilizacién de BAL como
inoculantes, implica la capacidad de estas para dominar el proceso de fermentacion. Para esto, las
BAL afiadidas deben superar rdpidamente las actividades metabdlicas de la microbiota epifita,
llevando a cabo la fermentacion lactica, con el fin de evitar o minimizar otras actividades
microbianas no deseadas o deteriorantes. Entre los factores que influyen en el éxito del ensilaje,
la composicién quimica y microbioldgica del material a ensilar puede ser muy variable, siendo
algunos forrajes mas adecuados para el proceso. Por ejemplo, el uso de BAL como iniciador puede
ser opcional para el maiz [141], pero es muy recomendable para otros cultivos como la alfalfa
[142]. El ensilaje de sorgo es una alternativa viable al ensilaje de maiz, en dreas donde la
produccién de maiz puede ser limitada, debido a la tolerancia del sorgo a la sequia, su eficiencia
en el uso del agua y su bajo costo de produccién [143]. Las BAL homofermentantes mads
ampliamente utilizadas como inoculantes son P. acidilactici o P. pentosaceus y L. plantarum, que
dominan las primeras etapas del ensilaje disminuyendo rdpidamente el pH [141]. En esta parte
del estudio se utilizaron tres cepas de BAL aisladas y caracterizadas en la primera parte de este
trabajo (capitulo 1), P. pentosaceus PpM y L. plantarum LpAv, juntos a L. paracasei LcAv.

El sorgo ensilado sin la adicion de las cepas de BAL (control) se fermentd
espontdneamente, lo cual puede ocurrir comiinmente en forrajes con alto contenido de
carbohidratos solubles y baja capacidad buffer, como lo son el maiz y el sorgo [95]. Segtin los
recuentos, el material de partida tuvo un contenido relativamente alto de BAL epiffitas, las que
serian responsables del proceso de fermentacién. Sin embargo, la adicién de LpAv, PpM y LcAv
aceler6 el proceso, lo cual se vio reflejado en una caida mas rdpida del pH, conduciendo a un
menor riesgo de crecimiento de microorganismos deteriorantes o patdégenos [91]. Asimismo, el
pH del ensilaje inoculado fue significativamente inferior al del control en cada punto de muestreo
posterior. Por otro lado, teniendo en cuenta los pardmetros quimicos de los ensilados, las BAL
afiadidas conservaron mejor el contenido de materia seca del forraje.

A lo largo de muchos afios, la composicién microbiolégica de los ensilados ha sido
estudiado mediante técnicas cldsicas de cultivo. Sin embargo, estas técnicas se limitan a los
microorganismos capaces de crecer en los medios de cultivo selectivos/diferenciales. Otras

herramientas ttiles para estudiar la dindmica bacteriana no han sido extensamente aplicadas atin
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en el estudio de ensilajes, como la citometria de flujo, la cual encuentra cada vez mds aplicaciones
en el campo de la microbiologia. En este trabajo, se utiliz6 esta técnica para analizar la poblacién
bacteriana presente en cada ensilaje, discriminando entre subpoblaciones de bacterias viables,
dafiadas o no viables. La viabilidad celular implica la capacidad de las células de crecer y
reproducirse en condiciones determinadas, dependiendo de propiedades y funciones estructurales,
metabolicas, fisiolégicas y genéticas. Los métodos tradicionales de recuento dependientes de
cultivo implican que una célula “viable” de origen a una colonia visible, la cual pueda medirse
Opticamente en un medio sélido o liquido. Sin embargo, una célula bacteriana puede carecer de
esta capacidad de reproducirse en determinadas condiciones, siendo asi una célula que se
encuentra en un estado viable pero no cultivable (CVNC) [144]. Dicho estado podria ser adoptado
por las células bacterianas como un mecanismo de supervivencia a condiciones adversas, incluso
hasta podrian luego recuperar su capacidad de duplicarse bajo condiciones favorables. Esto ha
sido en un principio descrito para bacterias GRAM negativas y luego se observé en GRAM
positivas [145], [146]. Que las BAL y otros microorganismos puedan entrar en este estado no
cultivable, hace que los métodos de cultivo en placa den lugar a una posible subestimacién del
contenido microbiano en el material ensilado [44]. Aqui radica la importancia de implementar
este método para el estudio de los ensilajes que, al menos dentro de nuestros conocimientos, no
ha sido utilizado en este tipo de muestras. Este trabajo constituye una primera aproximacion a la
aplicacion de este método en el estudio de este tipo de matrices vegetales complejas, técnicas que
poseen un gran potencial para complementar el andlisis de poblaciones bacterianas en ensilajes.
En las muestras analizadas, las bacterias dafiadas representaron la proporcion mas alta de las tres
subpoblaciones, incluso en el material de partida, previo a la fermentacién. Este porcentaje tan
alto de bacterias dafiadas (> 80-90%) podria deberse a las condiciones de estrés que ejerce el
ambiente en todas las etapas del proceso de ensilado (temperaturas, disponibilidad de nutrientes
antes de la cosecha, manipulacion durante la cosecha, disponibilidad de oxigeno, pH, otras).

El método tradicional de recuento en placa ofrece una vision limitada de la diversidad
microbiana implicada en el proceso de ensilaje, y de la dindmica de la fermentacidn a lo largo del
tiempo. En los dltimos afios ha aumentado notablemente el desarrollo de distintas estrategias de
secuenciacién, conocidas como técnicas de secuenciacion de la préxima generacién (NGS). Estas
técnicas presentan alto rendimiento y producen grandes cantidades de secuencias en un corto
tiempo, que permiten la identificaciéon precisa de los taxones microbianos, incluidos los
organismos no cultivables y los que se encuentran presentes en pequefias cantidades. Las técnicas
de NGS estan revolucionando el campo de la ecologia microbiana y se han utilizado para
examinar ecosistemas en alimentos [147]. En la dltima década, las tecnologias de NGS se han
aplicado para obtener conocimientos microbianos en varios tipos de ensilajes como maiz [45],
[47], [49], [53], [125], [148], alfalfa [46], [S0], [54], maiz-sorgo, trigo [55], trébol rojo [57],
cebada [56], [149], avena, triticale [48], [51], ryegrass [58], entre otros. De acuerdo a la bisqueda

97



Capitulo 2

bibliografica realizada, el maiz y la alfalfa son los forrajes mds estudiados hasta el momento
mediante técnicas de NGS, no existiendo informes de dindmica bacteriana en ensilajes de sorgo
para alimentacién animal. Gallagher et al. [150] realizaron un andlisis metagenémico en sorgo
dulce ensilado, inoculado con una levadura, para comprender los procesos microbianos
subyacentes durante la produccién de bioetanol. Este trabajo de Tesis seria uno de los primeros
en los que se aplicé NGS en ensilajes de sorgo inoculados con tres cepas de BAL.

La inoculacién de L. plantarum LpAv, L. paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1
condujo a un aumento significativo del indice de riqueza del material forrajero, lo que podria
explicarse en base a que los taxones asignados a L. plantarum y L. paracasei 'y P. pentosaceus no
se detectaron en el sorgo fresco, aumentando los valores del indice de abundancia relativa con la
inoculacién (t = 0). Asimismo, los OTUs designados como Lactobacillus fueron los que mas
contribuyeron a las diferencias entre las muestras control y las inoculadas, segtin la prueba
SIMPER. Uno de los indices més utilizados para cuantificarla diversidad alfa es la riqueza, la cual
se define como el nimero de especies diferentes presentes en un medio [151]. En el control, el
indice de riqueza Chaol se mantuvo sin cambios significativos a lo largo del proceso de ensilado,
mientras que el mismo disminuyé en las muestras tratadas, en el dia 3 y 30 de fermentacion, lo
que sugiere que las pocas especies inoculadas fueron capaces de dominar la fermentaciodn,
superando a la microbiota epifita. Esto concuerda con lo informado por Bao et al. [46] para
ensilajes de alfalfa, donde las especies mds predominantes en los ensilajes fueron las que
componian el aditivo utilizado para el ensilaje.

El dominio de la fermentacion por las BAL utilizadas se confirmé ademas por el indice
de diversidad (Shannon), el cual tiene en cuenta tanto el nimero de especies presentes como sus
abundancias relativas, es decir, contempla la riqueza y la abundancia. Aunque al principio la
inoculacién no generd cambios significativos en la muestra, este indice se redujo en los tiempos
de muestreo siguientes, disminuyendo en mayor medida en ensilados tratados. Esto coincide con
lo informado por Ogunade et al. [47], donde el andlisis de la diversidad revel6 una comunidad
bacteriana menos diversa en el ensilado de maiz inoculado con L. plantarum, y con el estudio de
Liu et al. [56] donde el ensilaje tratado con BAL (L. plantarum, L. caseiy L. buchneri) disminuy6
la diversidad bacteriana durante el ensilaje de cebada. En general, un ensilaje bien conservado se
caracteriza por poseer una menor diversidad bacteriana con una abundancia de BAL > 90%,
mientras un ensilaje de mala calidad posee un microbioma altamente diverso y con baja
abundancia de BAL (< 5%) [55]. Cabe destacar que el género Lactobacillus comprendié el 68,4
+23 % yel 73,5 £ 1,8 % de la abundancia relativa en el dia 30, en los ensilados control e
inoculado, respectivamente, mostrando su capacidad para dominar la fermentacién y convertirse
en el género prevalente. Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan ademds con los de

Eikmeyer et al. [52], quienes observaron que la proporcion de bacterias pertenecientes al filo
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Proteobacteria en el ensilaje de pasturas inoculado disminuyd, con una mayor abundancia de
lactobacilos.

Es conocido que un ensilaje mal conservado o contaminado puede constituir una fuente
de microorganismos patégenos, los cuales pueden reducir el rendimiento de la produccién animal,
afectar la seguridad y calidad de los alimentos de origen animal derivados y comprometer la salud
tanto animal como humana. Un correcto manejo del material a ensilar, el control del proceso de
fermentacién y del silaje luego de la apertura, son fundamentales para evitar el desarrollo de
patégenos como Escherichia coli, Salmonella, Clostridium spp, Listeria monocytogenes, Bacillus
spp. De aqui una de las razones mds importantes del uso de inoculantes para reducir o inhibir el
desarrollo de los mismos por una rdpida acidificacién del pH o por la produccién de compuestos
de inhibicién como bacteriocinas [152]. Klebsiella pneumonia es un patégeno oportunista
perteneciente al filo Proteobacteria. Se trata de un agente causante de mastitis bovina, que puede
encontrarse en muestras ambientales de las explotaciones lecheras, como heces, material de las
camas y piensos. En un trabajo reciente, Cheng et al. [153] informaron que el 50% del total de K.
pneumoniae fue detectado en el alimento (alfalfa, heno de avena, ensilado de maiz y
concentrados) durante un brote de mastitis en una granja lechera china. Por su parte, Podder et al.
[154] informaron que Klebsiella variicola, que suele encontrarse en el suelo y en el alimento,
puede ser otra bacteria causante de mastitis. En este trabajo, los ensilados inoculados con BAL
presentaron una abundancia relativa menor tanto de K. pneumoniae como de K. variicola a los 30
dias de ensilado. La disminucién de la prevalencia de este patégeno podria tener un efecto positivo
en el control de la infeccién al reducir la exposicion de los animales a estas bacterias [155]. Por
otro lado, silos deteriorados presentan mayor abundancia de Enterobacteriaceae [55]. En este
trabajo, el contenido relativo de OTUs asignados a esta familia, fueron aproximadamente la mitad
en el material inoculado que en el control ya a los 3 dias de fermentacidn, relacién que se mantuvo
hasta el tiempo final.

Ademas de su papel como iniciadores para llevar a cabo una fermentacion adecuada,
pueden usarse cepas especificas de BAL como probidticos y/o postbiéticos. Un probidtico es un
microorganismo vivo que cuando se administra en cantidades adecuadas confiere un beneficio
para la salud del huésped [156], mientras que un postbidtico es una preparaciéon de
microorganismos inanimados y/o sus componentes que confiere un beneficio para la salud del
huésped [124]. Asimismo, los alimentos fermentados fueron definidos como alimentos
elaborados mediante el desarrollo microbiano deseado y conversiones enzimdticas de los
componentes de un alimento [157]. Asi, el ensilaje puede ser considerado como un alimento
fermentado para el ganado. Por esto, considerando tanto el contenido de microorganismos viables,
como también el de bacterias no viables (como se detectd por citometria de flujo) y los metabolitos
producidos durante la fermentacion, un ensilado puede ser considerado como una fuente de

microorganismos y metabolitos con potenciales efectos tipo probidticos y postbidticos. Es por
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esto que los ensilados merecen una mayor exploracién como un potencial alimento funcional para
el ganado. Existen varios informes sobre la capacidad probidtica de las BAL aisladas de diferentes
ensilajes [66], [158], [159]. Sin embargo, los potenciales beneficios del propio ensilado para la
salud fueron menos estudiados. El modelo de infeccién por Salmonella es un modelo animal
adecuado para una primera aproximacién para determinar el potencial inmunoestimulador de las
BAL o sus productos fermentados [160]. En este estudio, la administracién de un extracto acuoso
de sorgo fermentado, ya sea fermentado espontdneamente (control) o inoculado con BAL, mostré
una tendencia a conferir una mayor proteccion contra la infeccidon por Salmonella, sin embargo,
la diferencia en comparacién con los grupos de control no fue significativa (50% vs 30% de
supervivencia). En trabajos previos se observd que, una vez con esta tendencia, estudios
posteriores donde se aument6 el nimero de animales por grupo, permitieron que esas tendencias
se convirtieran en diferencias significativas, lo cual sugiere un potencial funcional del sorgo

fermentado que mereceria estudios futuros [6].
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6. CONCLUSIONES

El uso de las cepas de BAL L. plantarum LpAv, L. paracasei LcAv 'y P. pentosaceus
PpM1 como inoculantes o cultivos iniciadores en ensilajes de sorgo garantizé la fermentacién
adecuada del forraje, disminuyendo mds rdpidamente los valores de pH y conservando mejor la
materia seca, con respecto al ensilaje fermentado espontdneamente. El uso de la citometria de
flujo en el estudio de subpoblaciones bacterianas en silos de sorgo, permitié observar un gran
porcentaje de células dafadas en el material, lo cual podria llevar a una subestimacién por
recuento convencional en placa de la poblacién microbiana, resaltando la importancia de una
posible complementacién con este método. Por otro lado, el uso de la secuenciacién masiva del
gen 16S ARNr por NGS o metaprofiling permitié observar que el género Lactobacillus fue capaz
de dominar el proceso en los primeros dias de fermentacidn, principalmente en el material
incoulado. Ademas, la adicién de las BAL disminuyd la carga de potenciales patégenos del género
Klebsiella en el ensilado, reduciéndo asi la posibilidad de que estos se multipliquen en los
ambientes donde se alimenta al ganado y sus posibles efectos negativos sobre la salud animal. Por
ultimo, no se observo un efecto significativo en el aumento de la sobrevida a la infeccién de los
ratones que recibieron el ensilaje fermentado, aunque si se pudo observar una tendencia favorable,

dejando abierta la posibilidad de un nuevo ensayo aumentando el tamafio de la muestra.
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1. INTRODUCCION

Las BAL constituyen un grupo filogenético altamente heterogéneo que estd presente en
multiples ecosistemas, incluyendo plantas, alimentos y el tracto gastrointestinal de vertebrados e
invertebrados [161]. A partir de estos ecosistemas, las BAL pueden ser aisladas y caracterizadas
para el desarrollo de cultivos con importancia funcional y/o tecnoldgica, tal como inoculantes de
ensilajes para alimentacién animal, cultivos iniciadores para la elaboracién de alimentos
fermentados o como probidticos en alimentos o suplementos. Para el desarrollo de estos cultivos,
el uso de cepas de origen local suscita un interés especial. Por un lado, las diferencias en la
composicion de la microbiota intestinal de personas de distintas regiones geogrificas con
necesidades nutricionales y sanitarias especificas podrian establecer criterios de seleccion
particulares. Por otro lado, la sobrevida en matrices alimentarias de relevancia y aceptacion local,
la disponibilidad de cepas de origen local y de herramientas tecnolégicas para su produccién son
otros factores de relevancia. Todo esto genera un entorno favorable para la explotaciéon de cepas
autéctonas [162]. Los alimentos fermentados han sido recientemente redefinidos como
“alimentos elaborados mediante el desarrollo  microbiano deseado y las conversiones
enzimdticas de los componentes de los alimentos” [14]. Estos alimentos atin constituyen una
parte importante de la dieta en los paises en desarrollo, en Medio Oriente y Asia. En las
poblaciones occidentales, a excepcidn de los mds comunes como yogures y quesos, el consumo
de alimentos fermentados ha disminuido gradualmente con el tiempo. Sin embargo, existe un
interés renovado, impulsado principalmente por los posibles beneficios percibidos sobre la salud,
siendo vehiculos tanto de microorganismos como de metabolitos que promueven la salud [22].
En particular, los alimentos fermentados plant-based pueden ser fuentes para el aislamiento y
caracterizacién de nuevas cepas, con potencial para su aplicacién como probidticos adjuntos,
como cultivos iniciadores, o ambos [68], [163]. Estos alimentos ofrecen una alternativa para las
personas que no consumen lacteos. Los productos lacteos fermentados, especialmente las leches
fermentadas, han sido el estandar de oro para el suministro de probidticos en productos en los que
los cultivos probidticos se adicionan principalmente como cultivos adjuntos, siendo la
fermentacion de la leche llevada a cabo por los cultivos iniciadores tradicionales del yogur [164].
En la primera parte de este trabajo de tesis se obtuvieron 129 aislados de BAL a partir de alfalfa,
maiz, sorgo, ryegrass, arroz, cebada, Gatton panic, Melilotus albus, soja, trébol blanco, trigo,
girasol, avena y moha fermentados espontdneamente (capitulo 1). En esta parte del trabajo, nos
propusimos seleccionar cepas de BAL con probables efectos antiinflamatorios, capaces de inducir
la produccién de IL-10, para el desarrollo de alimentos fermentados plant-based con potencial

probidtico.
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2. OBIJETIVOS

v' Seleccionar cepas con potencial antiinflamatorio a partir de la coleccién de cepas obtenidas en
la primera parte del trabajo de Tesis Doctoral.

v" Estudiar la performance de BAL en el desarrollo de alimentos vegetales fermentados a base
de avena o zanahoria.

v' Estudiar la capacidad promotora de la salud intestinal de BAL aisladas a partir de sustratos

vegetales.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Bacterias lacticas

Un total de 50 aislamientos de BAL fueron utilizados, de los cuales 48 fueron obtenidos
a partir de distintos vegetales en la primera parte de este trabajo de Tesis (Tabla 4 — cap. 1):
Lactobacillus plantarum LpAv, LpAl, LpA3, LpSF1, LpML1, LpMO, LpMS5, LpM7, LpM12,
LpM15, LpM18, LpM21, LpM23, LpM24, LpRY1, LpS3, LpS4, LpS7, LpM11, LpS12, LpS13,
LpWCl, LpW1, Lactobacillus paracasei LcAv, LpaM1, Levilactobacillus brevis LbAv, LbB2,
LbM1, LbM6, LbM17, LbRyl, LbSY1, LbS1, Lactobacillus fermentum LfRi, LftM2, LfM4,
LfSY1, LSY2, Lactobacillus rhamnosus LtM1, Leuconostoc pseudomesenteroides LeuW1,
Pediococcus acidilactici PaAl, PaA2, PaSyl, Pediococcus pentosaceous PpAl, PpMLI1, PpM1,
PpM2, PpM3. Ademas, se estudiaron Lactobacillus buchneri Ls141 [76], y 463 (cedida por el Dr.
Juan Martin Oteiza). Estos 50 aislamientos son parte de la coleccién de cultivos del INLAIN,
mantenido a -70 °C. Para su uso, las BAL fueron cultivadas dos veces sucesivas en caldo MRS e

incubadas a 35 °C en aerobiosis.

3.2 Co-cultivo de BAL con macréfagos murinos

3.2.1 Linea celular y condiciones de co-cultivo

Esta parte del trabajo fue realizada en el Functional Foods Forum de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Turku (Turku, Finlandia), gracias a una beca de movilidad
Erasmus y la colaboracion del Prof. Seppo Salminen. El ensayo fue realizado segtn Jorjao et al.
[165]. La linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 (ATCC® Number: TIB-71™, LGC
Standards [ATCC], Middlesex, Reino Unido) se cultivé en medio completo de Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM) compuesto por 4,5 g/l de Glucosa, L-glutamina y sin piruvato de sodio
(Gibco, Life Technologies, Estados Unidos), suplementado al 10 % (v/v) con suero fetal bovino
inactivado por calor (FBS, Gibco, Life Technologies, Estados Unidos) y 10 % (v/v) de una
solucion de antibioticos (Penicilina, 10.000 U/ml y Estreptomicina, 10.000 pg/ml, Gibco, Life
Technologies, Estados Unidos). Las células (pase 7) fueron crecidas hasta alcanzar un 80 % de
confluencia (7 dias) en frascos para cultivo celular de 75 cm?* (T75), en atmésfera himeda con 5
% de CO,, renovando el medio de cultivo cada 2 dias. Luego, se cosecharon por adicién de
Tripsina (0,25 % Tripsina-EDTA, Gibco, Life Technologies, Estados Unidos), raspado suave con
espatula de goma y 2 pulsos cortos de centrifugacion. El recuento de células viables se realizé en
cdmara de Neubauer utilizando azul tripan (0,5 % (v/v), Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados

Unidos).
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Para los co-cultivos, se distribuyeron 10° células de macréfagos/pocillo en microplacas
de 24 pocillos. Las placas se incubaron durante 18 horas (37 °C, 5 % de CO) para permitir la
adhesion de los macréfagos al pocillo. Se eliminé el sobrenadante y las células adheridas se
lavaron dos veces con PBS estéril. Luego, se afiadieron 500 ul de DMEM fresco suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (sin antibiéticos). En paralelo, se centrifugaron (6000 xg, 10 min,
4 °C) los cultivos overnight de las BAL (18 h, 37 °C, MRS), se lavaron dos veces con PBS (pH
7,4) y se resuspendieron en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 % (v/v), sin
antibidticos). Las BAL se afiadieron a los pocillos en una proporcidon de macréfagos:bacterias de
1:100, y el volumen se llevé a 1 ml final con DMEM (suero bovino fetal al 10 %, sin antibi6ticos).
Se utilizé un control de activacién tratado con LPS (lipopolisacdrido de Escherichia coli O55:BS5,
0,1 ug/ml; eBioscience) y un control no tratado que no fue puesto en contacto con las BAL. El
co-cultivo se incubd durante 8 h a 37 °C con un 5 % de CO,. Finalmente, se recogieron los
sobrenadantes, se centrifugaron (6000 xg, 10 min y 4 °C) para eliminar las células y se

almacenaron congelados (-70 °C) para la cuantificacién de citoquinas.

3.2.2 Cuantificacion de IL-10

La concentracion de IL-10 en los sobrenadantes de los co-cultivos celulares fue
determinada mediante ELISA usando el kit comercial “BD OptEIA Set Mouse 1L-10” (BD

Biosciences Pharmingen, San Diego, Estados Unidos), segtn las instrucciones del fabricante.

3.2.3 Determinacion de citoquinas mediante andlisis multiplex

En base a la capacidad de inducir la produccién de IL-10, los sobrenadantes con mayores
concentraciones de la misma fueron seleccionados para la determinacion de IL-1p, IL-12p70, IL-
2, 1IL-6, 1L-10, interferén (INF)-y y factor de necrosis tumoral (TNF)-o, mediante analisis
multiplex. La cuantificacion se llevé a cabo utilizando el kit “Bio-Plex™Pro Mouse Cytokine
Th1 7-Plex Panel” (Bio—Plex® Assays, Bio-Rad, CA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las mediciones se realizaron en un sistema Luminex ™ 200™ usando el software

xPonent 4.3 (Lumine x,‘s-Hertogenbosch, Paises Bajos, https://www.luminexcorp.com).

3.3 Producto fermentado en base a avena

3.3.1 Fermentacion de avena con L. plantarum LpAv

Se prepard una suspension al 10 % (p/v) de avena instantdnea comercial (Quaker Oats
Company), adicionada con sacarosa 0,5 % (p/v) (Cicarelli) y pectina 0,5 % (p/v), homogeneizada

con homogeneizador Ultraturrax (modelo T25, IKA, Alemania). La suspensién se traté
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térmicamente a 90 °C por 10 min en bafio de agua termostatizado. Posteriormente, cuando la
suspension alcanzé la temperatura de 37 °C, se inocul6 al 0,1 y 1 % (v/v) con un cultivo overnight
(18 h, 37 °C, MRS) de L. plantarum LpAv (concentracion del cultivo utilizado para inocular:
logio ufc/ml = 9,33 £0,06). Una vez inoculada, la suspension de avena se transfirié a tubos Falcon
de 50 ml y se incub6 a 37 °C durante 18 h. Luego, la avena fermentada se conservé a 4 °C durante
21 dias. Los andlisis microbioldgicos y determinaciones de pH se realizaron al inicio (t = 0), luego
de las 18 h de fermentacién, y a los 8, 16 y 21 dias de almacenamiento refrigerado. Los recuentos
de BAL totales se realizaron en MRS agar (Biokar) (37 °C, 48 h, aerobiosis) y hongos y levaduras
fueron contados en Glucosa Cloranfenicol agar (Biokar, Francia) (25 °C, 7 d, aerobiosis).

Se realiz6 ademds un segundo ensayo, en el cual se utiliz6 la tasa de inoculacién al 1 %
(v/v) de LpAv, para estudiar la influencia del tiempo de incubacién sobre la fermentacion: 20, 24
y 28 h. Las condiciones de incubacion, andlisis microbioldgicos y determinacién de pH fueron

las mismas que las descritas anteriormente en esta seccion.

3.3.2 Caracterizacion reolégica del producto de avena fermentado con
L. plantarum LpAv

Se determind la viscosidad de las muestras de avena fermentada I1, I2 (inoculadas al 0,1
y 1,0 % (v/v), respectivamente) y C (control no inoculado) en funcién de la velocidad de corte
mediante una prueba tixotrdpica, utilizando un viscosimetro de cilindros concéntricos Rheolab
QC (Anton Paar, Alemania), equipado con médulo C-LTD80/QC y un sistema sensor CC27.Los
ensayos se realizaron por duplicado a temperatura controlada (10,0 + 0,5 °C). La velocidad de
corte fue variable desde 0 a 200 s'. Se registraron los esfuerzos de corte a velocidades de corte
crecientes (curvas de flujo ascendente), seguido por velocidades de corte decrecientes (curvas de
flujo descendente). El comportamiento tixotrépico de las muestras se calculé mediante el drea de
histéresis (Pa s '), determinada como la diferencia entre el 4rea bajo las curvas de flujo ascendente
y descendente (Origin 8.0; OriginLab Corp., Northampton, Estados Unidos). Se utilizaron los
modelos Casson y Herschel-Bulckey para ajustar los datos. La viscosidad aparente (7.pp) S€
calculé a 50, 100, 150 y 200 s .

Se realiz6 un anélisis de perfil de textura por compresién (TPA) de acuerdo a lo descrito
por Seleet et al. [166], utilizando un equipo de ensayo universal (INSTRON Corp., modelo 3344,
Norwood, MA, Estados Unidos). Las muestras I1, 12 y C, se colocaron en cilindros de 6 cm de
alto y 4,5 cm de ancho, y se realizaron dos ciclos de compresion (con 5 s de intervalo) a un nivel
de deformacién del 30 %, utilizando una sonda cilindrica de aluminio de 2 cm de diametro. Se
obtuvieron curvas de fuerza-deformacién con una célula de carga de 10 N aplicada a una
velocidad de cruceta de 1 mm/s, a partir de la cual se cuantificaron los siguientes parametros: 1)

Dureza (fuerza maxima en la primera compresion); ii) Adhesividad (drea negativa en la curva tras
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la primera compresién); iii) Cohesividad (drea positiva tras la segunda compresion en relacién

con el drea positiva tras la primera compresion). Cada muestra se ensay6 por triplicado.

3.4 Fermentacién de zanahoria con L. plantarum LpAv

Las zanahorias (Daucus carota), obtenidas de un supermercado local, se lavaron y
cortaron en rodajas de 3-4 mm de espesor, aproximadamente. Porciones de 50 g de rodajas fueron
colocadas dentro de frascos vidrio de 100 ml, cuyo volumen fue completado con una solucién de
NaCl estéril (1 % (p/v), pH 6,5). Los frascos con las muestras recibieron un tratamiento térmico
de 70 °C durante 10 min en bafio termostatizado, previo a la inoculacién. Cuando los frascos
alcanzaron la temperatura ambiente, fueron inoculados con 1 ml de cultivo overnightde L.
plantarum LpAv en caldo MRS (18 h, 37 °C, aerobiosis). Los frascos se cerraron herméticamente
y se incubaron a 27 °C durante 24 h. Para el andlisis de las muestras, el contenido total de cada
frasco se procesé con una licuadora de mano y se filtré con gasa. Los valores de pH, recuentos de
BAL totales (MRS agar, 37 °C, 48 h, aerobiosis) y hongos y levaduras (Glucosa Cloranfenicol
agar, 25 °C, 7 d, aerobiosis) se determinaron al inicio (t = 0), luego de 24 h de fermentacion y

luego de 7, 20 y 30 dias de almacenamiento a 4 y 25 °C. Se realizaron controles no inoculados.

3.5 Ensayo de sobrevida contra la infeccién por Salmonella
Typhimurium

3.5.1 Animales

Se emplearon ratones machos BALB/c, de seis semanas de edad (20,1 + 1,0 g),
provenientes del Centro de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral
(CMC-ICiVet-Litoral, CONICET-UNL), Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL (Esperanza,
Santa Fe, Argentina). Los animales fueron distribuidos aleatoriamente en cajas plasticas (4-5
ratones/caja) y mantenidos una semana en el bioterio del INLAIN previo al comienzo de las
experiencias. Se mantuvo un ambiente controlado a 21 + 2 °C con 55 + 2 % de humedad y un
ciclo de luz/oscuridad de 12 h, con 20 renovaciones del volumen de aire del ambiente/hora. Los
animales fueron mantenidos y tratados de acuerdo con los lineamientos establecidos por el
National Institute of Health (NIH, Estados Unidos) y los experimentos fueron aprobados por el
Comité de ética animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL. Todos los animales
recibieron, en simultdneo y ad libitum, agua potable y alimento balanceado estéril (Cooperacion,
Buenos Aires, Argentina) con 230 g/Kg de proteina, 60 g/kg de fibra cruda, 100 g/kg de minerales
totales, 13 g/kg de Ca, 8 g/kg de P, 120 g/kg de agua y vitaminas. Los ingredientes utilizados por

el proveedor en la formulacién fueron: harina de maiz, trigo y soja, aceite de soja, gluten de maiz,
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aceite de girasol, harina de pescado, vitamina A, B1, B2, B6, B12, C, D3, K, biotina, 4cido fdlico,
dcido pantoténico, dcido nicotinico, cloruro de colina, carbonato de calcio, cloruro de sodio,
selenito de sodio yodato de calcio, 6xido de cobre, sulfato ferroso, 6xido manganoso, 6xido de

magnesio, 6xido de zinc, lisina, metionina, treonina y extracto de romero.

3.5.2 Salmonella Typhimurium

Salmonella enterica serovar Thyphimurium 1724/12, obtenida del Instituto Malbran
(Buenosa Aires, Argentina) y conservada a -70 °C en medio Triptona de Soja (TS, Biokar)
adicionada con 20 % (v/v) de glicerol (Cicarelli), en la colecciéon del INLAIN. La cepa de
Salmonella fue reactivada overnight (18 h) en caldo TS a 37 °C en aerobiosis para la infeccion de

los animales en el ensayo de sobrevida.

3.5.3 Ensayo de sobrevida

Para la realizacion de este ensayo, el tamafio de las muestras (cantidad de animales) fue
calculado de acuerdo a Charan y Kantharia [137], considerando un nivel de significancia del 5 %,
con una potencia del 80 % y una tasa de sobrevida del 40 % en el grupo control y 90 % en el
grupo que recibe el tratamiento en estudio, dando como resultado un minimo de 10 animales por
grupo. Todos los animales recibieron, via intragastrica, 0,3 ml de las muestras correspondientes,
durante 10 dias consecutivos. Al dia 11, se desafiaron (intubacién intragéstrica o gavage) los
ratones con una tinica dosis infectiva (10° ufc/ratén) de S. Thyphimurium 1724/12.

Se realizaron dos ensayos independientes. En el primero se conformaron tres grupos
experimentales de 12 animales cada uno: grupo control (C), grupo avena fermentada (AF) y grupo
zanahoria fermentada (ZF), los cuales recibieron via intragéstrica, 0,3 ml de agua corriente estéril
y avena y zanahoria fermentadas por L. plantarum LpAv, respectivamente. Las muestras de avena
fermentada fueron obtenidas como se describe en la seccion 3.3.1, utilizando una tasa de
inoculacién del 1,0 % (v/v). Las muestras de zanahoria fermentada se prepararon segin lo
descripto en la seccién 3.4. En ambos casos, las muestras fermentadas fueron conservadas a 4 °C
durante los 10 dias de inoculacién de los animales, usando una muestra por dia.

En el segundo ensayo se establecieron cuatro grupos experimentales, compuestos por 14
animales cada uno: grupo control (GC), el cual recibié una solucién estéril de glucosa al 10 %
(p/v) en agua corriente; grupo zanahoria fermentada (ZF), el cual recibi6 zanahoria fermentada
obtenida como se indicé en la seccién 3.4; grupo LpAv (LpAv), el cual recibi6é la cepa L.
plantarum LpAv (en una concentracion similar que en la zanahoria fermentada, en un orden de
magnitud de 10° ufc/ml ); y un grupo control de zanahoria (CZ), el cual recibié zanahoria no

fermentada. La muestra de LpAv se obtuvo a partir de un cultivo overnight en caldo MRS (18 h,
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37 °C, aerobiosis), el cual se lavé dos veces con buffer PBS y resuspendié en NaCl 1 % (v/v) pH
6,5. La zanahoria no fermentada se obtuvo de la siguiente manera: a 50 g de rodajas de zanahorias
lavadas y peladas se le adicionaron 40 ml de NaCl (1 % (p/v), pH 6,5), se trataron a 70 °C por 10
min y se filtraron con gasa. Todas las muestras utilizadas en este ensayo fueron adicionadas con
glucosa 10 % (p/v) como crioprotector, fraccionadas y almacenadas a -70 °C durante los 10 dias
de inoculacién, utilizando un frasco por dia.

La sobrevida post-infecciéon fue monitoreada diariamente y se considerd el ensayo
finalizado cuando no se registré ninguna muerte en ninguno de los grupos estudiados después de
tres dias consecutivos. Se grafic6 la mortalidad acumulada en el periodo post-infeccién en funcién
del tiempo, y se expresaron los resultados como % de sobrevida frente la infeccion.

La figura 24 muestra un diagrama de flujo de los experimentos llevados a cabo en este

capitulo de Tesis.

3.6 Andlisis estadistico

Todas las medidas fueron realizadas por triplicado y los resultados presentados como
promedio + desviacidn estdndar (SD). Los datos obtenidos fueron analizados mediante el método
ANOVA de un factor, verificando la homogeneidad de varianzas, utilizando el software SPSS
15.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Las diferencias entre medidas fueron analizadas por
las pruebas post hoc de Tuckey, si la comparacion fue entre todos los grupos, o prueba de Dunnet,
si la comparacién fue con respecto al control. Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas cuando el valor p obtenido fue menor a 0,05.

Para el tratamiento estadistico de los datos de caracterizacion reolégica de las muestras,
se llevé a cabo un test LSD, utilizando el software StatGraphics Centurion XV (Statgraphics
Technologies Inc., The Plains, VA, Estados Unidos), considerando diferencias significativas
cuando a < 0,05.

El tratamiento estadistico del ensayo in vivo de sobrevida en animales se realiz6 con el
programa SigmaPlot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, CA, Estados Unidos) usando el log
Rank test.
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Determinacién de IL-10
Estudio in vitro de la actividad inmuno- l

potenciadora: co-cultivo de RAW 264.7 con BAL

Determinacién de IL-1B, IL-12p70,
IL-2, IL-6, IL-10, INF-y y TNF-a

L. plantarum LpAv

l l

Avena Zanahoria
fermentada fermentada

l l

Caracterizaciéon microbioldgica y pH

. . . Caracterizacién
Estudio tecnolégico

reolégica
| ,,
Estudio exploratorio in vivo Ensayo de sobrevida a Salmonella Typhimurium E

Estudio confirmatorio
iNVvivo = tmmmmmmmmmmmmmmm oo !

Figura 24 — Diagrama de flujo de los experimentos realizados en este capitulo de Tesis.
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4. RESULTADOS

4.1 Potencial inmunomodulador de las BAL

Para determinar la capacidad inmunomoduladora in vitro de 50 cepas de BAL aisladas a
partir de diversos forrajes (capitulo 1), la linea celular RAW 264.7 fue co-cultivada con las
bacterias en estudio, y se cuantificé la produccién de IL-10 en los sobrenadantes mediante ELISA.
De los 50 aislamientos de BAL, un total de 21 mostraron capacidad de inducir aumentos
significativos (p< 0,05) en la produccién de esta citoquina por parte de los macréfagos, con
respecto al control (Fig. 25). El control de activacion, tratado con LPS, indujo una produccién de
IL-10 siete veces mayor al control sin tratar (p = 0,000). L. plantarum LpAv y LpS3,
P. pentosaceus PpM1 y L. paracasei LcAv fueron las BAL que indujeron la produccién de las
mayores cantidades de IL-10. En particular, el co-cultivo con LcAv fue el que mayor
concentraciéon de IL-10 presentd, siendo 8 veces mayor que el control sin tratar, existiendo

diferencia significativa incluso con el control LPS (p = 0,000).

Figura 25 - IL-10 (pg/ml) producida por macréfagos murinos co-cultivadoscon
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum LpAv, LpAl, LpA3, LpSF1, LpMLI1, LpMO,
LpMS5, LpM7, LpM12, LpM15, LpM18, LpM21, LpM23, LpM24, LpRY1, LpS3, LpS4, LpS7,
LpM11, LpS12, LpS13, LpWC1, LpW1, Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei LcAv,
LpaM1, Levilactobacillus brevis LbAv, LbB2, LbM1, LbM6, LbM17, LbRyl, LbSY1, LbS1,
Limosilactobacillus fermentum LfRi, LtM2, LtM4, LfSY1, LfSY2, Lacticaseibacillus rhamnosus
LrM1, Leuconostoc pseudomesenteroides LeuW 1, Pediococcus acidilactici PaAl, PaA2, PaSyl,
Pediococcus pentosaceous PpAl, PpMLI1, PpM1, PpM2, PpM3. LPS: lipopolisacarido de
Escherichia coli O55:B5 como control de activacidn. Los valores son promedios (£SD) de tres
repeticiones. Los valores indicados con * difieren significativamente (p < 0,05) del control sin
tratar.
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En base a la capacidad de inducir la produccién de IL-10 por parte de los macréfagos
murinos, las cepas L. plantarum LpA3, LpAv, LpML1, LpM7, LpM15, LpM18, LpM23, LpS3,
LpS7, LpSF1, LpW1, L. paracasei LcAv, LpaM1, L. rhamnosus LtM1 y P. pentosaceus PpM1
fueron seleccionadas para una caracterizacion mds amplia por andlisis multiplex, en el cual se
determind la concentracién de 1L-1p, IL,12p70, IL-2, IL-6, IL-10, INF-y y TNF-a (Fig. 26). Las
cantidades de IL-10 observadas en la determinacién anterior fueron confirmadas en este ensayo
(resultados no mostrados). Los sobrenadantes de los co-cultivos de macréfagos con LpA3 y
LpW1 mostraron contenidos de IL-1P significativamente elevados con respecto al control sin
tratamiento (p = 0,000), sin diferencias entre las dos cepas, siendo ambos valores 5-6 veces
menores que el control de activacién con LPS (Fig. 26A). Aunque los macréfagos co-cultivados
con LpA3, LpM23, LpAv y PpM1, produjeron concentraciones de IL-6 de 15-20 veces menores
que LPS, estas cuatro cepas indujeron una produccién mayor que el control sin tratar (p = 0,000;
0,000; 0,015 y 0,000, respectivamente), sin diferencias entre estas (Fig. 26E). Como puede
observarse en la figura 26C, el contenido de IL-12p70 en los sobrenadantes fue 7-8 veces mas
alto en los co-cultivos de las células murinas con LpA3 y LpM?23, con respecto al control (p =
0,010 y 0,002, respectivamente). Al igual que en los casos anteriormente expuestos, LPS fue el
que mayormente indujo la produccién de la citoquina. En el andlisis de los resultados mostrados
en la figura 26D, se observé que solo la cepa PpMlactivé la produccién de IL-2 con respecto al
control (p = 0,000) y a las demas cepas. El INF-y (Fig. 26B) fue encontrado en mayores
concentraciones en los co-cultivos de los macréfagos con LpML1 y LpM18, con respecto al co-
cultivo sin tratamiento (p = 0,000 en ambos casos). Por tiltimo, todas las cepas de BAL analizadas,
excepto LrM1 (P = 0.840), fueron capaces de activar significativamente la induccién de TNF-a,
comparadas con el control sin tratar (p = 0,000). Ademds, como se observa en la figura 26F, la
produccidn de esta citoquina por parte de los macréfagos que fueron tratados con las cepas LpA3,
LpAv, LpM23, LpW1 y LpS13, fueron incluso mayor (1,5-2 veces) que el control de activacidn
LPS.

113



IL-1B (pg/ml) >

IL-12p70 (pg/ml) O

IL-6 (pg/ml) ™=

Capitulo 3

16 - B 25 *
14 -
20 -
f £
6 > 1.0 - T *
4 * * Z
5 - Z 05 -
0 > > o~ 0.0 -
N o = o 0 — N — — >~ N VDLWV = — — >N 00 > — N — >~ o
Ag==d<<gc<hdzvzs@ ACSSa<<d<c<xdSsSnzsS»
BCECEREFEE e GZ3EESs75E5T5555
S5+ & 525 = S5 = - =5 ala
80 D 8-
* )
60 vg 6 -
)
40 &4
(\I] *
20 * * d 2 -
0 0.
NV — — — >N 0 » —oN — > — 0>~ — o — > o0 > — — — on
55555<<5<5d52559 CEZS550<<Z<5d58559
SEET352552a9553 - 2828525425585 5
G a7 =23 = S5* 5 S5 ala
400 F 12000
* —
300 E 10000
@8000—
200 5 6000 -
L 4000 -
100 Z
= 2000 -
0 0.
CCSE5%%L2E838557
Z [=9
TEEEERSSESELNASSS

Figura 26 — Concentracién (pg/ml) de IL-18 (A), INF-y (B), IL-12p70 (C), IL-2 (D), IL-6 (E) y
TNF-a (F) en sobrenadantes de co-cultivos de macréfagos murinos con L. plantarum LpA3,
LpAv, LpML1, LpM7, LpM15, LpM18, LpM23, LpS3, LpS7, LpSF1, LpW1, L. paracasei LcAv,
LpaM1, L. rhamnosus LtM1 y P. pentosaceus PpM1. Los valores son promedios (+SD) de tres
repeticiones. Los valores indicados con * difieren significativamente (p < 0,05) del control sin
tratar.

4.2 Producto fermentado en base a avena

4.2.1 Andlisis microbiolégico y valores de pH de la avena fermentada por L.
plantarum LpAv

Los ensayos anteriores de co-cultivo in vitro con macréfagos murinos permitié la
seleccion de L. plantarum LpAv en base a su capacidad de inducir la secrecién de la citoquina
antiinflamatoria IL-10, ademds de promover la producciéon de TNF-o, (implicada en la

restauracion del dafio epitelial) y de IL-6. Se analiz6 la capacidad de L. plantarum LpAv para
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fermentar avena. El recuento de BAL en MRS (logio ufc/ml) de la suspensién inicial de avena,
fue <107 ufc/ml, y el pH 5,71 + 0,02. Dicha suspensién fue inoculada con la cepa en estudio en
dos concentraciones iniciales (logio ufc/ml) de 6,45 (0,1%, 11) y 7,45 (1,0%, 12), dejando que la
fermentacion se lleve a cabo durante 18 h a 37 °C. Como se muestra en la figura 27, el desarrollo
de las BAL (Alogio ufc/ml) a las 18 h de fermentacion fue mayor en las muestras 11 (1,97 +0,06)
conrespecto a las I2 (1,23 £ 0,01). Sin embargo, esta dltima resulté en recuentos de BAL mayores
comparada con las muestras I1. Por otro lado, luego de 8 dias de almacenamiento se observd una
disminucién en los recuentos de BAL en ambas muestras, siendo el Alog;o ufc/ml de la pérdida
de viabilidad celular mayor 11(0,81 £ 0,03) versus 12 (0,5 £ 0,04). A partir de los 8 dias de
refrigeracion, los niveles de BAL se mantuvieron sin cambios significativos en los siguientes
tiempos de muestreos, siendo el logip ufc/ml de 8,13 + 0,06 para 12 y 7,54 + 0,08 para I1.
Asimismo, los controles no inoculados (no incluidos en la figura 27) mantuvieron un nivel de
recuentos totales en agar MRS < 1 x 10* ufc/ml hasta el final del ensayo. Con respecto a los
valores de pH, hubo un mayor descenso del mismo a las 18 h en las muestras 12 (4,05 + 0,01) con
respecto a las I1 (4,27 £ 0,04), manteniéndose sin cambios significativos a lo largo del tiempo de

almacenamiento.
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Figura 27 — Recuento de BAL totales (logio ufc/ml) en avena inoculada con Lactobacillus
plantarum LpAv al 0,1 (m) y 1,0 % (v/v) (m) antes (t = 0) y a las 18 h de fermentacién (t = 0,75
dias), y luego de 8, 16 y 21 dias de almacenamiento a 4 °C. Los valores son promedios (+SD) de
tres repeticiones.

Para analizar el efecto del tiempo en la fermentacion, se llevé a cabo un segundo ensayo
utilizando la tasa de inoculacién del 1,0 % (v/v) de LpAv e incubacién a 37 °C. Las condiciones
iniciales de las muestras fueron las mismas que las del ensayo anterior: pH de la suspension de
5,64 £ 0,04 y un recuento de BAL totales de 7,48 + 0,06 (logio ufc/ml). No hubo diferencias
significativas en los recuentos de BAL a las 20, 24 y 28 h de fermentacion (logio ufc/ml = 8,66 +
0,05) o al compararlos con los recuentos a las 18 h en el ensayo anterior (logio ufc/ml = 8,70 +

0,06). Ademds, aunque no hubo diferencias significativas en los valores de pH en los tres tiempos
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de muestreo (3,52 + 0,01), el pH a las 20 h de fermentacion fue inferior al de las 18 h (4,05 +
0,01). Por otro lado, los recuentos de hongos y levaduras fueron menores a 2 érdenes de logaritmo

(ufc/ml) en todas las muestras.

4.2.2 Caracterizacion reolégica de la avena fermentada

Se estudié el comportamiento reoldgico la avena fermentada I1 e 12, utilizando como
control muestras no inoculadas. Todas las muestras exhibieron un comportamiento no
Newtoniano, mostrando dependencia no solo con el esfuerzo de corte, sino también una leve
dependencia con el tiempo de cizallamiento (tixotropia), su viscosidad disminuye continuamente
con el gradiente de deformacién y el tiempo de cizallamiento. La tixotropia se observa por el drea
de histéresis entre las curvas ascendente y la descendente en la figura 28. El 4rea de tixotropia es
mayor para las muestras inoculadas con respecto al control sin tratar (Tabla 13). Este pardmetro
es una medida de la extension de la ruptura estructural en la muestra (principalmente enlaces no
covalentes). Aunque este parametro es muy bajo, debido a que son muestras muy fluidas, se
encontraron diferencias entre la muestra control (no fermentada) y las fermentadas, por lo que

habria una menor ruptura estructural en la muestra sin tratar.
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Figura 28 — Esfuerzo de corte en funcion de la velocidad de corte de la avena fermentada I1 (=),
12 (m) y control no inoculado (m).

Tabla 13 — Viscosidad aparente (1) a 50, 100, 150 y 200 s y valores del indice de tixotropia
para avena fermentada inoculada con 0,1 y 1,0 % (v/v) de Lactiplantibacillus plantarum LpAv y
control no inoculado.

Viscosidad (Mapp) Indice de
tixotropia
-1 -1 1 -1
50s 100 s 150 s 200 s (Pas)
Control 0,09 +£0,02* 0,08 £0,02* 0,07 £0,02* 0,07 £0,02° 127,7 £29,3?
I1 0,70 £0,01° 0,52+0,01> 0,42+0,01° 0,36 +0,00° 599,6+187,7°
12 0,70 £0,06° 0,53 +0,02° 0,44 +0,01° 0,37 +0,00° 526,0+151,4°

“>Valores con distintos superindices difieren significativamente al aplicar el test LSD (a. = 0,05)
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Teniendo en cuenta que los productos semisélidos pueden ser percibidos en la boca entre
50-200 s, esos valores de viscosidad aparente fueron tomados de la curva y se muestran en la
tabla 13. La viscosidad decrece con el aumento del esfuerzo de corte en todas las muestras. Las
muestras inoculadas resultaron en viscosidades aparentes significativamente mds altas que el
control, en todas las velocidades de corte analizadas, sin diferencias entre 11 e I2.

Se utiliz6 el modelo ley de la potencia (modelo de Ostwald-de Waele) para ajustar los
datos de la curva de viscosidad y los pardmetros obtenidos se muestran en la tabla 14. Como se
menciond, todas las muestras exhibieron un comportamiento pseudopléstico (n < 1), aunque el
control se encontré mas cercano a un comportamiento Newtoniano (n = 1). La inoculacién con
0,1 y 1,0 % (v/v) de LpAv produjo un aumento significativo en el indice de consistencia (k),
siendo entonces muestras con mayor consistencia que el control, y una disminucién significativa

del indice de comportamiento de flujo (n).

Tabla 14 — Pardmetros obtenidos a partir de las curvas de viscosidad, aplicando el modelo de ley
de potencia, para la avena fermentada I1 e I2 y el control no inoculado. Indice de consistencia (k),
indice de comportamiento de flujo (n).

k n r’
Control 0,10 £0,03* 0,95 + 0,02* 0,988
I1 2,99 +0,23° 0,62 +0,02° 0,986
12 3,35+0,38" 0,59 +0,02° 0,990

“>Valores con distintos superindices difieren significativamente al aplicar el test LSD (a. = 0,05)

Los pardmetros obtenidos a partir del andlisis del perfil de textura se muestran en la tabla
15. La dureza, y cohesividad aumentaron en ambas muestras inoculadas en comparacién con el
control, siendo I2 la que dio como resultado pardmetros de dureza y cohesividad
significativamente mayores que las otras muestras. Esto condice con los resultados observados en
el andlisis reologia, en el cual el indice de tixotropia, relacionado a la estructura reticulada de las
muestras, indicaba una red mas cohesiva en las muestras fermentadas. Por el contrario, la

adhesividad disminuy¢ significativamente con la fermentacién, siendo menor en 12.

Tabla 15 — Parametros obtenidos a partir del andlisis del perfil de textura de avena fermentada
inoculada con 0,1 y 1,0 % (v/v) de Lactiplantibacillus plantarum LpAv y el control no inoculado.

Dureza (N) Adhesividad (N/s) Cohesividad
Control 0,015 £0,001* 0,028 +0,004* 0,730 £ 0,079°
I1 0,019 £ 0,001° 0,018 + 0,002" 0,919 +0,023"
12 0,022 +£0,001° 0,004 +0,001¢ 1,069 £ 0,036"

“b¢Valores con distintos superindices difieren significativamente al aplicar el test LSD (o= 0,05).
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4.3 Andlisis microbioldégico y determinacion de pH de las
zanahorias fermentadas

Se evalud la fermentacién de zanahorias crudas con L. plantarum LpAv. El recuento total
en MRS en las muestras iniciales, previo a la inoculacién, fue <1x10? ufc/ml y el pH fue 5,70 +
0.01. L. plantarum LpAv se inoculé en una concentracién de 1,64x107 ufc/ml, utilizando ademds
muestras no inoculadas como control. Luego de 24 h de fermentacién, las muestras control
presentaron olor y aspecto desagradables. Asimismo, al inspeccionar los sobrenadantes de dichas
muestras mediante microscopia Optica (100x), se observé una poblacién bacteriana muy
heterogénea, incluyendo bacterias méviles. El pH de las muestras no inoculadas fue de 5,42 +
0,02, lo que sugiere que no se produjo una fermentacién lactica espontdnea. Por otro lado, el pH
de las zanahorias inoculadas luego de 24 horas de fermentacién fue de 3,82 + 0,02 y el recuento
de BAL totales en MRS fue de 9,36 + 0,05 (logio ufc/ml) (Fig. 29A), lo que sugiere una
fermentacion lactica exitosa. Ademds, mediante microscopia éptica se observé una poblacion
mucho més homogénea que la del control, compuesta principalmente por bacilos en forma de
bastén. Por tltimo, el producto fermentado se mantuvo almacenado bajo refrigeraciéon (4 °C) y a
temperatura ambiente (25°C) y se determinaron los recuentos de BAL totales y pH a los 7, 20 y
30 dias de almacenamiento (Fig. 29B). Los recuentos de BAL (logioufc/ml) disminuyeron
progresivamente a lo largo del tiempo de almacenamiento, siendo mdas lenta la pérdida de
viabilidad celular en las muestras refrigeradas. Por otro lado, el pH se mantuvo sin cambios en
las muestras mantenidas a la temperatura mas baja, mientras que se observé una mayor
acidificacién en las almacenadas a 25 °C. Los recuentos de levaduras y mohos fueron inferiores

a 2 6rdenes log de ufc/ml en todas las muestras.
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Figura 29 — Recuento de BAL totales (logl0 ufc/ml) (A) y valores de pH (B) de zanahoria
fermentada al inicio (t = 0) y luego de 7, 20 y 30 dias de almacenamiento a 4 (=, @)y 25 °C (m,
A)
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4.4 Ensayo de sobrevida a la infeccion por Salmonella
Typhimurium

Se estudié la capacidad de la avena y zanahorias fermentadas por Lactiplantibacillus
plantarum LpAv para proteger a ratones contra la infeccién por Salmonella. Para esto, ratones
BALB/c recibieron homogeneizados de las muestras correspondientes via intragéstrica por 10
dias consecutivos, desafidndolos luego con una tnica dosis de Salmonella.

En el primer ensayo de sobrevida, las muestras de avena fermentada contenian 5,08x10®
ufc/ml de LpAv al dia 1 del ensayo, disminuyendo los recuentos celulares a 1,52x107 ufc/ml al
dia 10 de la alimentacién (Alogio ufc/ml = 1,52). Ademds, los valores de pH de las muestras de
avena fermentada fueron de 3,57 + 0,05 a lo largo de toda la experiencia. En las zanahorias
fermentadas, los recuentos de LpAv decrecieron desde 2,24x10° a 8,80x107 ufc/ml desde el
principio hasta el final del periodo de alimentacién de 10 dias (Alogioufc/ml = 1,41) y los valores
de pH de 3,68 + 0,04, sin cambios a lo largo de la experiencia. En la figura 30A se puede observar
que no hubo diferencias significativas de sobrevida entre los animales que recibieron agua de
canilla o avena fermentada (p = 0,922). Por otro lado, la sobrevida acumulada de los ratones que
recibieron zanahorias fermentadas fue significativamente mayor en comparacion con los grupos
control (p = 0,035) y de avena fermentada (p = 0,025). Pasados los 8 dias a partir de la infeccidn,
la sobrevida del grupo de control era inferior al 40 %, y no se observaron mds cambios en la
sobrevida de ningtin grupo después del dia 9. Para ese entonces, mds del 80 % de los ratones que
recibieron zanahorias fermentadas sobrevivieron hasta el final del ensayo.

En el segundo ensayo, se administré zanahoria fermentada, sumando un grupo control
que recibi6 zanahoria sin fermentar y un grupo que recibi6 la cepa LpAv. Ademds, los recuentos
de BAL totales en las muestras se mantuvieron sin cambios durante el periodo de alimentacion, a
través de su almacenamiento a -70 °C con glucosa como crioprotector. Los recuentos (logio
ufc/ml) fueron de 9,23 £ 0,05 (dia 1) y 9,27 £ 0,01 (dia 10) en zanahorias fermentadas y de 9,13
+ 0,05 (dia 1) y 9,24 + 0,06 (dia 10) en las muestras de LpAv. En la figura 30B se observa que
los ratones que recibieron zanahorias fermentadas mostraron una supervivencia acumulada
significativamente mayor que el grupo control (p = 0,042) y que el grupo de zanahorias no
fermentadas (p = 0,043), pero no hubo diferencias significativas en comparacion con el grupo de
LpAv (p = 0,321). Asimismo, no hubo diferencias significativas entre los grupos de zanahorias
no fermentadas y LpAv, en comparaciéon con los ratones control (p = 0,996 y 0431,
respectivamente), ni tampoco entre los grupos de zanahorias no fermentadas y LpAv (p = 0,518).
A los 12 dias del desafio, la sobrevida de los ratones del grupo de zanahorias fermentadas fue de
casi el 80 %, mientras que en el grupo control y de zanahorias no fermentadas fue inferior al 25

%.
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Figura 30 —A) Ensayo 1: sobrevida luego de la infeccién por Salmonella Typhimurium de ratones
que recibieron agua de canilla estéril (A), avena fermentada (m) o zanahorias fermentadas (e),
durante 10 dias previos al desafio. B) Ensayo 2: sobrevida luego de la infeccién por Salmonella
Typhimurium de ratones que recibieron solucién de glucosa al 10 % (p/v) en agua de canilla

estéril (A), zanahoria sin fermentar (m), Lactiplantibacillus plantarum LpAv (¢) y zanahorias

fermentadas (®), durante 10 dias previos al desafio.
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5. DISCUSION

En algunos alimentos fermentados, una cepa puede cumplir una doble funcién, la de
cultivo iniciador y la de probidtico, como por ejemplo en el caso de L. paracasei IMPC 2.1 para
la produccién de aceitunas de mesa fermentadas probidticas [167] o como en el caso de L. casei
Shirota, empleada para la produccién de la leche fermentada Yakult [168]. El uso de inoculantes
definidos para alimentos fermentados es de especial importancia para la produccién a gran escala,
siendo el uso de cultivos iniciadores seleccionados cada vez mds comiin ya que, aunque la
seguridad y la calidad del producto son de primordial importancia, la previsibilidad y Ia
consistencia también son propiedades tecnoldgicas de interés [169].

Reducir el niimero de cepas microbianas candidatas, a partir de una coleccién de cepas
aisladas, para llegar a la instancia de los ensayos preclinicos con animales, es todo un reto, sobre
todo considerando que no siempre hay una correlacién directa entre los resultados de las pruebas
in vitro e in vivo [170]. En el primer capitulo de este trabajo, se obtuvieron 129 aislamientos de
BAL a partir de alfalfa, maiz, sorgo, ryegrass, arroz, cebada, Gatton panic, Melilotus albus, soja,
trébol blanco, trigo, girasol, avena, canola y moha. En esta parte del trabajo, se partié de 50
aislados de la coleccion conformada, seleccionados en funcién de la especie y la fuente de
aislamiento, asegurandose de que al menos una especie de cada forraje estuviera representada.

Como los mecanismos de accion de los probidticos son diversos y cepa-dependiente, cada
cepa probidtica puede tener funciones especificas. Uno de los mecanismos mds comunes es la
modulacién del sistema inmune intestinal a través de la regulacion de la expresion de citoquinas,
y esta capacidad ha sido documentada para varias cepas de BAL [171]. Los efectos de los
probidticos sobre el sistema inmunoldgico pueden involucrar la activaciéon de células del SI
innato, como fagocitos y células natural killer, ejerciendo efectos inhibitorios sobre infecciones,
o la inhibicién de una respuesta inmune excesiva, lo cual tendria un efecto inhibitorio sobre
enfermedades inflamatorias, autoinmunes o alergias [172]. La capacidad de inducir un aumento
o disminucidén de la expresion de citoquinas pro y antiinflamatorias, por parte de macréfagos y
otras células inmunitarias, es uno de los mecanismos de accién mas comunes de los probidticos.
El efecto sobre la produccién de citoquinas antiinflamatorias es uno de los principales criterios
de seleccion de probidticos, lo que conduce a una reduccién del riesgo de desarrollo inflamatorio
en la respuesta inmunitaria intestinal [173]. En un trabajo realizado por Foligne et al. [174], se
evalu6 la capacidad de inmunomodulacién in vitro de un grupo de 13 BAL, midiendo la citoquina
antiinflamatoria IL-10 liberada por las células mononucleares de sangre periférica humana, la
cual mostré una correlacion positiva con la capacidad de proteccién de las cepas en un modelo

murino de colitis aguda por TNBS.
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Existe un interés particular por las cepas que muestran la capacidad de inducir el aumento
de la expresion de IL-10, debido a su potencial antiinflamatorio, que tiene beneficios potenciales
en la prevencién o tratamiento de enfermedades inflamatorias o autoinmunes [175], [176]. En
esta parte del trabajo se estudid la capacidad de 50 cepas de BAL de inducir la produccién de IL-
10 en co-cultivos con macréfagos murinos. Como resultado se observé que un total de 21 cepas
aumentaron la secrecién de IL-10 por las células murinas. Estas cepas pertenecen a las especies
L. plantarum (LpA3, LpAv, LpML1, LpM7, LpM12, LpM15, LpM18, LpM21, LpM23, LpRY1,
LpS3, LpS7, LpSF1, LpW1), L. paracasei (LcAv, LpaM1), L. rhamnosus (LtM1), L. brevis
(LbAv, LbM17) y P. pentosaceus (PpAl, PpM1).

Con el objetivo de avanzar en la seleccién y reducir ain mds el nimero de cepas para
futuros estudios, se ampli6 el andlisis de las propiedades inmunomoduladoras por medio de la
determinacién de otras citoquinas: IL-1p, 1L-6, IL-12p70, INF-y y TNF-qa, siendo todas estas
consideradas de naturaleza proinflamatoria. De las 21 cepas que indujeron la secrecién de IL-10,
14 de ellas también promovieron la producciéon de TNF-o. Esta citoquina es de particular
importancia debido a que ademds puede participar en la regeneracién de la barrera epitelial
cuando se expresa en cantidades moderadas [177]. Cuatro de estas cepas indujeron, ademads, la
secrecion de IL-6. Aunque esta molécula es considerada como una citoquina ambivalente, ya que
la produccién excesiva de la misma estd implicada en varias enfermedades, el papel de la IL-6 en
la defensa del huésped debe tenerse siempre presente en la practica clinica [178]. En base a estos
resultados y considerando la induccién de IL-10 de importancia fundamental en la seleccién, junto
con la capacidad leve de promocién de TNF-a e I1.-6 y la falta de induccidn de otras citoquinas
proinflamatorias, se selecciond L. plantarum LpAv para posteriores estudios tecnoldgicos y en
animales. Como se menciond en el capitulo 1 (seccidn 4.2), la secuenciacion parcial del gen 16S
ARNr de LpAv estd disponible ptblicamente en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT798595.

El consumo regular de frutas, verduras y cereales es ampliamente recomendado tanto por

organizaciones internacionales como WHO, FAO, USDA, y EFSA (www.who.int,

www.efsa.europa.eu, www.fao.org, www.nal.usda.gov), como por las Guias Alimentarias

para la Poblacion Argentina, (https://bancos.salud.gob.ar/recurso/guias-alimentarias-para-

la-poblacion-argentina) por sus efectos beneficiosos sobre la salud. Estos alimentos son fuente

natural de nutrientes esenciales como vitaminas, minerales y fibras, y de fitoquimicos no
nutritivos como flavonoides, péptidos bioactivos y compuestos fendlicos. Por otro lado, hace
algunos afios la fermentacion ha dejado de considerarse solo un método de biopreservacion y se
ha convertido en un medio para mejorar el valor nutricional y funcional de los alimentos.
Particularmente, la fermentacion controlada por el uso de cepas de BAL seleccionadas garantiza

una fermentacidn exitosa, evitando variaciones indeseables e impredecibles en las propiedades de
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los alimentos, y confiriendo efectos sobre la salud, con mayor o menor grado de evidencia segin
el alimento fermentado que se considere [11], [179]. Teniendo en cuenta lo mencionado
anteriormente, y la importancia del uso de BAL autdctonas, se estudié el uso de L. plantarum
LpAv, con potencial inmunomodulador, como cultivo iniciador para la fermentacion de cereales
y vegetales. La aplicacién de esta cepa para la fermentacién de alimentos se evalué tanto en
zanahorias como en avena, y los productos fermentados obtenidos se administraron a ratones para
evaluar su capacidad de proteccién contra la infeccién por Salmonella.

Mis alld de los efectos positivos de la ingesta de avena sobre la salud, como ser la
disminucién del nivel de colesterol sérico en individuos hipercolesterolémicos, se ha demostrado
que los productos fermentados a base de avena pueden ser vehiculos de BAL con potencial
probidtico, debido a su capacidad para promover el crecimiento y la supervivencia de estos
microorganismos [180], [181]. L. plantarum LpAv fue capaz de fermentar la avena con éxito,
utilizando concentraciones iniciales tanto del orden de 10° como 107 ufc/ml, siendo esta dltima la
tasa de inoculacién que mostré la mayor tasa de supervivencia de las BAL tras 8 dias de
almacenamiento. Por otra parte, se realizé el andlisis reoldgico, ya que el comportamiento
reolégico de los productos semisdlidos estd intrinsecamente relacionado con los atributos
sensoriales, como ser la textura y la sensacién en la boca [182]. La avena es rica en B-glucanos,
fibra dietética no digerible, que proporciona consistencia a los productos a base de avena. En este
estudio, el comportamiento reoldgico exhibido por las muestras podria deberse, en parte a estos
polisacdridos, ademds de los exopolisacdridos (EPSs) potencialmente producidos por L.
plantarum [183]. Muchas BAL tienen la capacidad de producir estos biopolimeros de alto peso
molecular, compuestos principalmente por carbohidratos, los cuales pueden ser secretados al
medio (slime EPS) o permanecer anclados a la pared celular (capsulares) [184]. Muy variables en
su composicién quimica y estructura, los EPSs presentan propiedades tecnoldgicas interesantes
para la industria de alimentos, ya que pueden influir en el comportamiento reoldgico, aumentar la
viscosidad, disminuir la sinéresis, entre otras. El uso de BAL productoras de EPSs es una
estrategia que presenta cada vez mas interés en la industria de alimentos, ya sea en la bisqueda
de una alternativa natural al agregado de aditivos o en la elaboraciéon de nuevos alimentos
funcionales [185]. Se han informado numerosas cepas de L. plantarum productoras de EPSs,
aisladas de diversas fuentes, como intestino humano o vegetales fermentados. Estos EPSs
muestran caracteristicas dependientes de la cepa, las condiciones de cultivo y la composicién del
medio. El peso molecular promedio de los EPSs producidos por L. plantarum oscila entre 10* y
10° Da, y se encontré previamente que estos biopolimeros exhiben un comportamiento no
newtoniano y pseudoplastico [183]. Relacionando estas caracteristicas de los EPSs con los
resultados reoldgicos encontrados en las muestras fermentadas de avena en estudio, es probable
que los EPSs dominaran el comportamiento reoldgico de los sistemas. Nambiar et al. [186]

también han publicado que la suspension de EPS producido por una cepa de L. plantarum, aislada
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de la leche materna humana, exhibia un comportamiento pseudopléstico, es decir, una viscosidad
decreciente a altas velocidades de deformacion. De manera similar a nuestros resultados, varios
estudios han informado que EPSs de L. plantarum afectarian favorablemente las caracteristicas
reoldgicas de productos fermentados. Russo et al. [31] encontraron que luego de la fermentacion,
la viscosidad era mayor en la avena fermentada inoculada con L. plantarum Lp90 productora de
EPS, comparados con un control no inoculado. Wang et al. [187] observaron que los EPS de L.
plantarum SKT109 desempefiaban un papel importante en la mejora de la reologia de la leche
fermentada. Das y Goyal [188] caracterizaron un o-D-glucano producido por L. plantarum DMS5,
el cual también mostro el tipico comportamiento no newtoniano pseudoplastico, concluyendo que
es apropiado para su uso como aditivo alimentario. Estas propiedades proporcionadas por los
EPSs de L. plantarum, que contribuyen a la mejora en la textura y reologia, hacen de esta BAL
un microorganismo adecuado para la obtencién de productos fermentados. Ademads, cada vez mas
evidencias cientificas apoyan el papel positivo del B-glucano de avena y de algunos EPSs
microbianos en la salud humana mediante numerosos efectos: prebiético, modulacién del sistema
inmunitario, actividades antioxidantes, antitumorales, anti-ulcerosas o reductoras del colesterol,
etc. [189].

En el caso de las zanahorias, L. plantarum LpAv fue capaz de dominar este proceso con
éxito. Se conoce que los microorganismos presentes de forma natural en los vegetales pueden
fermentar espontdneamente el material bajo ciertas condiciones controladas (temperatura, adicién
de sal), sin embargo el producto obtenido depende tanto de la cantidad como de la calidad de la
microbiota presente en el lote especifico de material [190]. Ademds, teniendo en cuenta que los
alimentos fermentados no definidos desde el punto de vista microbiolégico no deben denominarse
probidticos, la fermentacién controlada por cultivos definidos puede allanar el camino para el
desarrollo de alimentos fermentados probiéticos [191]. Aunque hubo diferencias en el contenido
total de BAL en las zanahorias fermentadas almacenadas durante 30 dias a 4 y 25 °C, puede ser
bastante razonable asumir que, a ambas temperaturas, estos productos entregarian cantidades
satisfactorias de BAL viables (> 107 ufc/ml), en cantidades que estdn en linea con los niveles
informados como necesarios para otorgar un beneficio para la salud, como se informé en varios
ensayos clinicos en humanos [192].

Por dltimo, se evalud la capacidad de ambos productos fermentados (avena y zanahoria)
para proteger ratones BALB/c contra la infeccion por Salmonella. Segin observaciones previas,
los vegetales no fermentados no previenen la infeccién por Salmonella en ratones, destacando la
importancia de la fermentacién en los efectos beneficiosos sobre la salud [193]. Ademas, teniendo
en cuenta el criterio de reduccién del principio de las 3R's en la experimentacién animal
(Reemplazo, Reduccién y Refinamiento), no se incluyeron controles no fermentados en el disefio
experimental del primer ensayo de sobrevida, para reducir el nimero de grupos experimentales

y, por tanto, el niimero de animales necesarios, preservando la potencia estadistica de la prueba.
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Ademas, la capacidad del bioterio del cual se obtienen los animales es limitada en cuanto a la
capacidad de proporcionar mds de 40 animales del mismo lote (sexo, edad, pesos), y no es
aconsejable utilizar animales de diferentes lotes dentro del mismo experimento, ya que las
diferencias en la microbiota intestinal de animales de un lote a otro pueden interferir en los
resultados de los experimentos [194].

Las respuestas inflamatorias provocadas por la infeccién por Salmonella en el intestino
delgado, seguidas por el dafio tisular a nivel de la barrera epitelial, son las causas mds comunes
de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) en los seres humanos y son también un
importante sistema modelo para el estudio de la patogénesis bacteriana en ratones [195]. Ademads,
el modelo de salmonelosis murina es un modelo animal costo-efectivo para una primera
evaluacién in vivo del potencial probidtico de cepas [160]. En este trabajo, se compararon dos
productos plant-based fermentados por L. plantarum LpAv en relacién a su capacidad de
proteccion contra la infeccion por Salmonella. Como resultado se observaron diferencias
significativas en la supervivencia de los ratones que recibieron zanahorias fermentadas, en
comparacién con los animales control o los que recibieron avena fermentada. La capacidad
protectora de las zanahorias fermentadas por L. plantarum LpAv puede ser hipotetizada por su
capacidad de regular un incremento de la citoquina antiinflamatoria IL-10, como se observé en
un trabajo anterior [160]. Se informé también que esta citoquina es capaz de mejorar la barrera
epitelial intestinal [196]. Ademds, hay que tener en cuenta la contribucién de la IL-6 a la
prevencion de la salmonelosis, ya que esta citoquina puede contribuir a la eliminacién de
microorganismos infecciosos y a la recuperacion de los tejidos dainados [197]. Por ultimo, el TNF-
a, junto con la IL-6, puede promover la proliferacion de las células epiteliales [198], 1o que podria
haber contribuido a disminuir el dafio epitelial inducido por la infeccién con Salmonella. La
contribucién de la matriz alimentaria al beneficio para la salud se describié en estudios anteriores
[199], observandose en este trabajo también, ya que la avena fermentada no fue capaz de conferir
el efecto protector de las zanahorias fermentadas. Sin embargo, la dosis también puede haber
desempefiado un papel en la capacidad de proteccion, ya que las zanahorias fermentadas
proporcionaron aproximadamente 1 orden logaritmico mds de células viables, en comparacion
con la avena fermentada, a lo largo del periodo de alimentacién. Una limitacién hasta aqui, segtin
los controles utilizados, es que no podemos determinar si la capacidad de proteccién puede
atribuirse a la cepa en si, a la fermentacion de la matriz alimentaria o a una combinacion de estos
factores. Para avanzar en este sentido, se realizé un segundo ensayo, utilizando 14 animales/grupo
en lugar de 12, ya que un mayor tamafio de muestra se correlaciona con una mayor potencia para
detectar diferencias estadisticas [200]. El segundo ensayo realizado permiti6 determinar que ni
las zanahorias sin fermentar ni la cepa de L. plantarum LpAv por si sola, fueron capaces de
conferir proteccion contra la infeccién por Salmonella, como si lo hizo la zanahoria fermentada

por L. plantarum LpAv. Estos resultados coinciden con los de Han et al. [193], donde los efectos
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positivos del consumo de kimchi se observaron para el kimchi fermentado, pero no para el
material crudo sin fermentar.

Si se tienen en cuenta los resultados de la investigacién sobre el microbioma humano,
junto con los estudios de eficacia de los probidticos, y los estudios asociativos sobre el consumo
de alimentos fermentados y la salud, se va conformando un cuerpo de evidencia consistente sobre
los efectos beneficiosos del consumo regular de microbios vivos y seguros. La inclusiéon de
microbios vivos y seguros en la dieta puede favorecer y mejorar la salud [24]. En este contexto,
las zanahorias fermentadas pueden ser una opcién para suministrar microbios vivos con

beneficios potenciales para el huésped.
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6. CONCLUSIONES

En este capitulo se aplicé una sucesidn de pruebas in vitro e in vivo para seleccionar cepas
con potencial probidtico, siendo L. plantarum LpAv la cepa seleccionada en base principalmente
a la induccién de la produccién de IL-10. L. plantarum LpAv fue capaz de fermentar avena y
zanahorias. Cuando estos alimentos fermentados fueron administrados por via oral a ratones y
desafiados con Salmonella, las zanahorias fermentadas fueron capaces de conferir una mayor
proteccion contra la infeccidon. En conjunto, la aplicacién de las metodologias permiti6 identificar
a L. plantarum LpAv como un candidato probidtico para estudios posteriores, sugiriendo al
mismo tiempo la utilidad de estos pasos sucesivos en la seleccion de nuevos moduladores

intestinales.
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CONCLUSIONES GENERALES

En esta Tesis Doctoral se logré conformar una coleccién de cepas de BAL aisladas a
partir de sustratos vegetales y se estudid su potencial para ser utilizadas como inoculantes para
silos y en el desarrollo de prototipos de alimentos plant-based en base a avena y zanahoria.

Ademas, se utilizaron técnicas de NGS en el estudio de la dindmica bacteriana de silos de sorgo.

v Se lograron obtener 129 aislamientos de bacteria lacticas a partir de 14 tipos de sustratos
vegetales, principalmente forrajes de la zona de Santa Fe, siendo L. plantarum la especie
aislada con mayor frecuencia.

v' Se utilizaron medios de extracto vegetal y silos a escala de laboratorio para el screening
y se seleccionaron 4 cepas de L. plantarum (LpAv, LpA3, LpS13 y LpM15) con potencial
para ser utilizadas como inoculantes para ensilajes de avena, alfalfa, sorgo y maiz,
independientemente del material del cual fueron aisladas.

v' La cepa heterofermentante L. fermentum LfM1 mostrd capacidad para aumentar la
estabilidad aerdbica de ensilajes de maiz, produciendo un silaje con mayor contenido de
dcido acético que la cepa comercial L. buchneri Ls141.

v" Se seleccionaron 3 cepas con potencial inmunomodulador en base a la capacidad de
induccién de la produccién de IL-10 in vitro, en un modelo de co-cultivo con macréfagos
murinos: L. plantarum LpAv, L. paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1. Ademas,
aumentaron la produccién de TNF-o y LpAv y PpM1 la de IL-6.

v" Se utilizaron técnicas de Next Generation Sequencing (metaprofiling) para el estudio de
la dindmica microbiana en silos de sorgo inoculados con L. plantarum LpAv,
L. paracasei LcAv y P. pentosaceus PpM1. Aunque esta técnica estd comenzando a
utilizarse para profundizar los conocimientos del proceso de ensilaje, no se ha encontrado
en la bibliografia el estudio en silos de sorgo destinados a la alimentaciéon animal. La
inoculacién generd una disminucion de los indices de riqueza y diversidad a lo largo del
tiempo, en contraste con el control. Ademads, los cambios en la estructura de la poblacién
bacteriana ya pueden observarse a los 3 dias de fermentacion. A pesar del pequefio
porcentaje Lactobacillus al inicio del ensilaje, fue el género dominante a los 3 y 30 dias
de fermentacién, principalmente en los silajes inoculados. El género Pediococcus
también fue mayor en el material inoculado en ambos tiempos de muestreo, con valores
maximos a los 3 dias. Ademds, la inoculacién redujo significativamente la abundancia
relativa del género Klebsiella en los silajes, patégenos relacionados a mastitis

v" Se utiliz6 por primera vez la citometria de flujo en el estudio de poblaciones bacteriana

en este tipo de sustrato, y se observé que la mayor proporcién de se encuentra dentro de
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la subpoblacién de dafiadas, pudiendo por lo tanto ser subestimado la cantidad en los
recuentos por técnicas convencionales de cultivo en placa.

LpAv fue capaz de llevar a cabo la fermentacion de zanahoria, en el desarrollo de un
prototipo de alimento plant-based, el cual mostré proteccion contra la infeccién por
Salmonella, aumentando la sobrevida de ratones en un modelo experimental in vivo.
LpAv llevé a cabo la fermentacién de una bebida plant-based en base a avena, mejorando
las propiedades reoldgicas con respecto a la avena sin inocular.

50 de las cepas aisladas en este trabajo de Tesis fueron cedidas en préstamos, via un MTA,
por el término de 5 afios a la empresa austriaca Lactosan para su estudio y potencial
transferencia tecnoldgica de aquellas que resulten de interés para su aplicacion agricola

y explotacién comercial.
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Figura S1 - Curva de rarefaccion de la secuenciacién 16S ARNr de las muestras. La longitud de
las curvas refleja la cobertura de la variable secuenciacién por muestra. Muestras de silos de sorgo
control (sin inocular) e inoculados con L. plantarum LpAv, L. paracasei LcAv 'y P. pentosaceus
PpM1 antes de la fermentacion (t = 0) y luego de 30 dias. Ensilado control al tiempo 0 (CO), 3
(C3) y 30 dias (C30) e inoculado al tiempo 0 (I0), 3 (I3) y 30 dias (I30). R1, R2 y R3 en cada
muestra indican el nimero de replicado. Todos los ensilajes se realizaron por triplicado.
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Tabla S1 — Nimero de secuencias generadas por muestra antes y después del filtrado de calidad
y nimero de OTUs obtenidos en cada muestra. Ensilado control al tiempo 0 (C0), 3 (C3) y 30
dias (C30) e inoculado al tiempo O (10), 3 (I3) y 30 dias (I30). R1, R2 y R3 en cada muestra
indican el nimero de replicado. Todos los ensilajes se realizaron por triplicado.

Reads luego  Reads luego Reads
Muestra Reads  Reads elimicrllilcién elimi(rl;\cién Reads llclffl(t)r((l)fl zOTUS ZOT.U S
F R del cebador  del cebador pareadas de bacterianos
F R calidad

COR1 71184 71184 68086 68086 64157 28636 617 595
CO R2 142405 142405 139263 139263 130180 65721 711 649
CO R3 135507 135507 133690 133690 125977 65229 682 651
I0 R1 137296 137296 136275 136275 128806 67709 719 693
10 R2 127837 127837 125839 125839 119540 57222 754 711
I0 R3 157276 157276 154547 154547 142486 60933 745 684
C3 R1 65800 65800 64593 64593 59613 25025 590 573
C3 R2 90341 90341 89096 89096 84666 41342 653 591
C3 R3 81757 81757 81282 81282 77288 37813 632 586
I3R1 87448 87448 86919 86919 82178 40309 521 439
I3R2 82313 82313 81847 81847 77567 37809 515 437
I3 R3 157439 157439 156386 156386 147863 75375 607 429
C30 R1 122574 122574 121845 121845 115641 59033 648 534
C30 R2 69596 69596 69152 69152 65948 33472 555 488
C30 R3 71411 71411 69682 69682 65687 33125 599 541
130 R1 73482 73482 72512 72512 69196 36178 370 317
130 R2 48606 48606 47575 47575 44110 21131 372 369
130 R3 57074 57074 56600 56600 53355 25628 404 384

145



