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Evaluación de un medio de cultivo para Lactobacillus pentosus LB-31, promotor del crecimiento animal. 
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Evaluation of a culture medium for Lactobacillus pentosus LB-31, promoting animal growing factor.
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Resumen
El objetivo del presente trabajo fue evaluar un medio de cultivo económico para la obtención de un aditivo probiótico con Lactobacillus pentosus LB-31 destinado a la producción. Se utilizó un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x10 y tres repeticiones para monitorear el crecimiento de la bacteria (ufc·mL-1) y el pH del cultivo a las 0, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 18, 20 y 24 h. Los factores fueron los medios de cultivo y el tiempo de fermentación. Los medios evaluados fueron caldo MRS (control) y medio con miel de caña de azúcar y urea (MCAU). El conteo de viables varió según el medio de cultivo y fue superior en el caldo MRS. Aunque en ambos tratamientos, se encontraron las mayores concentraciones a las 8 h de fermentación con valores de 8,85 y 8,08 log ufc·mL-1. El pH, después de la inoculación, difirió entre tratamientos y disminuyó. Su valor no difirió a las 20 y    24 h, donde alcanzó un valor de 3,56. Se concluye que el medio de cultivo con miel de caña de azúcar y urea pudiera ser una alternativa en el crecimiento de L. pentosus LB-31 a escalas superiores para su uso como aditivo probiótico en la producción animal. 

PALABRAS CLAVE: bacteria ácido láctica, aditivo microbiano, fermentación 

Abstract
The objective of the present work was to evaluate an economical culture media for the obtaining of probiotic additive with Lactobacillus pentosus LB-31 to animal production. A completely randomized design with factorial arrangement was used to monitoring the growth of bacteria (ufc·mL-1) and culture pH at 0, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 18, 20 and 24 h. The factors were the culture media and time of fermentation. The evaluated culture media were broth MRS (control) and a media with molasses of sugar cane and urea (MCAU). The count of viable varied according to the culture media and it was superior in the broth MRS. Although in both treatments, the biggest concentrations were found at the 8 h of fermentation with values of 8.85 and 8.08 log ufc·mL-1. The pH, after the inoculation, differed between treatments and it diminished. Their value didn't differ at 20 and 24 h, where it reached a value of 3.56. It is concluded that the culture media with molasses of sugar cane and urea could be an alternative in the growth of L. pentosus LB-31 at higher scales for its use as probiotic additive in the animal production.
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Introducción
Los probióticos son aditivos dietéticos formados por microorganismos vivos que tienen un efecto beneficioso en la salud del hospedero (FAO/WHO, 2002). Generalmente, la aplicación de estos aditivos en la producción animal se relaciona con la estabilización y protección del ecosistema gastrointestinal, mejoras en los procesos metabólicos y digestivos, así como la modulación del sistema inmune. Efectos que permiten incrementar los rendimientos productivos y, por ende, la disponibilidad y calidad de leche, carne y huevos destinados a la población (García et al., 2016). 

En la actualidad, los probióticos constituyen una alternativa al empleo de antibióticos promotores del crecimiento animal. Esto se debe a que el uso de los últimos está limitado o prohibido en muchos países por la aparición de efectos residuales en los alimentos y a los problemas de resistencia microbiana asociada con enfermedades de humanos y animales (Gauthier, 2003 y FAO, 2016).

En los estudios con animales se utilizan microorganismos cultivados en el laboratorio o probióticos comerciales. El escalado desde el laboratorio a una etapa industrial no es un proceso trivial (FAO, 2016), por eso para la concepción de probióticos comerciales se deben diseñar tecnologías que garanticen su desarrollo y eficacia. En este sentido, los aspectos de mayor importancia son la selección adecuada de la cepa o cepas con actividad probiótica, el medio de cultivo y condiciones fermentativas que permitan obtener un alto nivel de viabilidad durante el proceso (De Angelis et al., 2006). De forma general, en la literatura científica disponible no existe abundante información acerca de los procesos de producción de los probióticos, debido quizás a que estos se encuentran en manos de empresas transnacionales y, en ocasiones, asociados a grupos de investigación.

En Cuba, a escala industrial, no se producen los probióticos para animales a pesar de que varios grupos multidisciplinarios de investigación trabajan en esta temática y disponen de microorganismos con estas características. Además, sus altos precios en el mercado internacional los hacen incosteables para su empleo en la ganadería cubana. 

El Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque, Cuba), durante más de 10 años y en conjunto con otras instituciones, nacionales e internacionales, desarrolló un grupo de investigaciones encaminadas a la obtención de microorganismos con actividad probiótica (Pérez et al., 2011 y García., 2016). Estos estudios se realizaron con cepas de bacterias ácido  lácticas y levaduras aisladas del tracto gastrointestinal de animales y sus heces. Una de las cepas más promisorias fue Lactobacillus pentosus LB-31, de origen aviar, que en ensayos con pollos de ceba, truchas arco iris y cerdos en crecimiento mostró actividad probiótica a través de indicadores morfo-fisiológicos, inmunológicos, productivos y de salud (García, 2011). Las investigaciones vigentes con este microorganismo están encaminadas a la selección o diseño de un medio de cultivo a partir de fuentes más económicas como la miel o melaza de caña de azúcar y la urea. 

Teniendo en consideración los elementos anteriormente nos trazamos como objetivo evaluar un medio de cultivo económico para la obtención de un aditivo probiótico con Lactobacillus pentosus LB-31 destinado a la producción animal.

                      Materiales y métodos

La experimentación se realizó en el Laboratorio de Producción de Alimentos y Aditivos del Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque, Cuba). Se empleó un diseño completamente aleatorizado con arreglo factorial 2x10 y tres repeticiones. Los factores fueron los medios de cultivo (dos) y el tiempo de fermentación (10 horarios).

Los medios de cultivo evaluados fueron: caldo MRS (De Man et al., 1960) como control y el medio propuesto por Shim et al. (2012) que contenía miel C de caña de azúcar y urea (MCAU). Para esto se utilizaron erlenmeyers de 150 mL de capacidad con 50 mL de sustrato, donde cada uno constituyó una unidad experimental.

Lactobacillus pentosus (LB-31), conservada en caldo MRS con glicerol al 20 % (v/v), se activó mediante dos subcultivos en caldo MRS a 37ºC y 18-24 h de incubación. Se preparó el inóculo con un cultivo de 18 h, al que se le ajustó su densidad óptica a 600 nm de 0,125 equivalente a 107 ufc·mL-1. La suspensión microbiana se inoculó a razón de 1/10 (v/v) en los medios de cultivo y se incubaron a 37ºC. Se tomaron muestras para monitorear la cinética de crecimiento de L. pentosus LB-31 a las 0, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 18, 20 y 24 h. 

La concentración microbiana se determinó a través del conteo visual de colonias, expresado en unidades formadoras de colonias (ufc·mL-1). Para ello, se realizaron diluciones seriadas de las muestras de los cultivos y se sembraron en placas Petri con agar Rogosa (OXOID, UK), que se incubaron de 24-48 h a 37ºC. También, como indicador del proceso fermentativo se monitoreó el pH de los medios de cultivo. El pH se midió en un pH metro digital (Sartorius, Alemania) de precisión ± 0,01 unidades.

Los datos experimentales se procesaron con el paquete estadístico Infostat (Di Rienzo et al., 2012). En los casos necesarios, la comparación entre las medias se realizó a través de la dócima de Duncan (1955) a P<0,05. Los conteos del microorganismo no cumplieron los supuestos teóricos y los datos se transformaron según log ufc·mL-1 para garantizar la normalidad de la varianza.
Resultados y discusión
Hubo interacción entre los factores, medios de cultivo evaluados y el tiempo de fermentación para los indicadores conteo de bacterias lácticas viables y pH del medio (P<0,0001). En la figura 3 se muestran las cinéticas de crecimiento del lactobacilo en ambos medios de cultivo, observándose todas las fases del crecimiento microbiano. 


Figura 3. Comparación de la cinética de crecimiento de L. pentosus LB-31 en el medio control (MRS) y medio con miel de caña de azúcar y urea (MCAU) a 37 ºC durante 24 h (EE±0,09; P<0,0001)

La fase de adaptación fue de 2 h, sin diferencias entre tratamientos, lo que está en correspondencia con lo informado en la literatura si se tiene en cuenta que ésta fase del crecimiento debe ser lo más corta posible cuando se pretenden alcanzar altas productividades en las fermentaciones industriales. 

Después de las 3 h de fermentación, la concentración varió según el medio de cultivo y fue superior en el caldo MRS. No obstante, en ambos tratamientos, se encontraron las mayores concentraciones a las 8 h de fermentación con valores de 8,85 y 8,08 log ufc·mL-1. A partir de este tiempo, no se detectaron diferencias entre los tiempos para un mismo medio, lo que correspondió en cada caso a la fase estacionaria del crecimiento microbiano. 

Las características del crecimiento de LB-31 concuerdan con lo informado por García et al. (2016) para esta misma cepa que posee alta velocidad de crecimiento (0,52 h-1) y un tiempo de duplicación de (1,34 h), en caldo MRS. Además, son características muy importantes a tener en cuenta para los microorganismos probióticos que deben poseer elevada velocidad de crecimiento para competir por los nutrientes y los sitios de adhesión dentro del ecosistema gastrointestinal, adherirse y colonizar la mucosa para ejercer su efecto beneficioso en el hospedero y disminuir su expulsión durante el paso por el tracto gastrointestinal (Ezema, 2013 y Murugesan et al., 2014). 

En la figura 4 se presenta el comportamiento del pH de los medios de cultivo durante el crecimiento del lactobacilo. Este indicador, después de la inoculación, difirió entre tratamientos, debido a la composición de los medios donde se incluyó la miel de caña de azúcar como fuente de energía. No obstante, durante el crecimiento del microorganismo, el pH disminuyó y su valor no difirió a las 20 y 24 h, donde alcanzó un valor de 3,56. 

Figura 4. Comportamiento del pH del cultivo de L. pentosus LB-31 en el medio control (MRS) y medio con miel de caña de azúcar y urea (MCAU) a 37 ºC durante 24 h (EE±0,09; P<0,0001)
La disminución del pH en los medios evaluados indica la producción de ácidos orgánicos por el lactobacilo. Según García et al. (2016) ésta cepa produce     21,27 g·L-1 de ácido láctico cuando se cultiva en caldo MRS a 37 ºC por 24 h. También se conoce que L. pentosus es una bacteria ácido láctica heterofermentativa facultativa (Santos et al., 2016) y pudiera variar su perfil de producción de ácidos orgánicos cuando se cultiva en diferentes medios. Aspecto que debe comprobarse en estudios posteriores con L. pentosus LB-31.

En su conjunto, los resultados de esta investigación confirmaron la hipótesis de trabajo, ya que se demostró que el medio de cultivo evaluado garantizó una elevada concentración de células viables de L. pentosus LB-31 para la obtención de biomasa probiótica. Además, se debe resaltar que este medio al utilizar la miel de caña de azúcar y urea, que son productos de bajo costo en el mercado nacional, brindaría ventajas económicas para su uso a escalas de producción superiores si se tiene en cuenta que su costo sería inferior al medio MRS, cuyo precio varía según la casa comercial y frascos de 500 g pueden tener un valor de 50-100 USD ó valores superiores.
                                   Conclusiones
El medio de cultivo con miel de caña de azúcar y urea pudiera ser una alternativa en el crecimiento de L. pentosus LB-31 a escalas superiores para su uso como aditivo probiótico en la producción animal. 
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