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Se determind el tiempo de estabilidad y condiciones de
almacenamiento del aditivo probidtico con Lactobacillus pentosus
LB-31 destinado a la produccion animal. Se utilizaron disefios
completamente aleatorizados con seis repeticiones para monitorear
la viabilidad microbiana durante un mes (0, 7, 14, 21 y 30 dias) al
conservar el aditivo en condiciones ambientales (24 +2 °C) y
durante seis meses (0, 30, 60, 90, 120 y 180 dias) cuando se
almacené en refrigeracion (4+2 °C). Se determind, ademas, la
concentracion celular, el pH y la pureza del cultivo. Los resultados
mostraron que la bacteria acido lactica mantuvo su viabilidad
durante los primeros 14 dias de conservacion a temperatura
ambiente. Después de este tiempo, la concentracion microbiana
disminuy6 de 7.64 a 7.02 log ufc/mL (p=0.0028) y se mantuvo en
91 % de viabilidad hasta los 30 dias. En condiciones de
refrigeracion, LB-31 se comportd estable hasta los 60 dias de
conservacion con una concentracion de 3.74x107 ufc/mL, y
posteriormente disminuyé a 10° ufc/mL (p<0.0001) con una
viabilidad de 78 % al finalizar el estudio. En ambas condiciones, el
pH disminuyé y se comprobd que las colonias mantenian sus
caracteristicas morfologicas y culturales. Se concluye que el aditivo
probidtico con Lactobacillus pentosus LB-31 sin conservantes es
estable durante 14 dias a temperatura ambiente (2442 °C), y por
60 dias en condiciones refrigeradas (4+2 °C).
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The stability time and storage conditions of the probiotic additive
with Lactobacillus pentosus LB-31 for animal production were
determined. Completely random designs with six repetitions were
used to monitor microbial viability for a month (0, 7, 14, 21 and
30 days) when the additive was stored under ambient conditions
(24 +2 °C) and for six months (0, 30, 60, 90, 120 and 180 days)
when stored under refrigeration (4+2 °C). Cell concentration, pH
and purity of the culture were also determined. The results showed
that the lactic acid bacteria maintained its viability during the first
14 days of storage at room temperature. After this time, the
microbial concentration decreased from 7.64 to 7.02 log cfu/mL
(p=0.0028) and remained at 91 % viability until 30 days. Under
refrigeration conditions, LB-31 was stably up to 60 days of storage
with a concentration of 3.74x107 cfu/mL, and subsequently
decreased to 10° cfu/mL (p<0.0001) with a viability of 78 % at the
end of the study. Under both conditions, the pH decreased and the
colonies maintain their morphological and cultural characteristics.
It is concluded that the probiotic additive with Lactobacillus
pentosus LB-31 without preservatives is stable for 14 days at room
temperature (2442 °C), and for 60 days under refrigerated
conditions (4£2 °C).
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Introduccion

El uso de aditivos microbianos, como los probioticos,
en la alimentacién animal contribuye a la mejora de
la salud y mayor aprovechamiento de los alimentos
(Rondon et al. 2020 y Milian et al. 2022), lo que
permite incrementar los rendimientos productivos y, en
consecuencia, la disponibilidad y calidad de leche, carne
y huevos destinados a la poblacion (Garcia et al. 2016).
En los estudios con animales se utilizan microorganismos
cultivados en el laboratorio o probiodticos comerciales. Los
aspectos de mayor importancia para su producciéon son la
seleccion adecuada de la cepa o cepas, el medio de cultivo
y las condiciones fermentativas que permitan obtener un
alto nivel de viabilidad microbiana durante el proceso (FAO
2016 y Fenster et al. 2019). La estabilidad del aditivo
probidtico durante la formulacion y el almacenamiento es
un requisito indispensable para una produccion comercial
exitosa (Ramlucken et al. 2021).

La seleccion de la cepa o cepas microbianas es el primer
paso para la concepcion de un producto probidtico. Estos
deben ser microorganismos generalmente reconocidos como
seguros (GRAS, por sus siglas en inglés), capaces de
sobrevivir en el tracto gastrointestinal y tolerar pH bajos
y altas concentraciones de sales biliares (Vinderola ez al.
2017). Otras caracteristicas deseadas son la capacidad de
adherencia de las cepas probidticas al epitelio intestinal
para su posterior colonizacion (Endo y Gueimonde 2016),
ser microorganismos estables genéticamente y poseer altas
velocidades de crecimiento. Ademas, la cepa elegida debe
mantener su viabilidad y actividad probidtica durante
los procesos de fabricacion, transporte y almacenamiento
(Molina 2019 y Kieps y Dembczynski 2022).

En Cuba, el Instituto de Ciencia Animal (ICA)
desarroll6 durante varios afos un grupo de investigaciones
encaminadas a la obtencion y evaluacion de probidticos
con efectos benéficos en la salud y comportamiento
productivo de los animales. A partir de los principales
resultados de estas investigaciones, se selecciond un
grupo de cepas como las de mayor interés para el
desarrollo de aditivos microbianos y se depositaron en la
Coleccion de Microorganismos, perteneciente al Banco de
Microorganismos para la Produccién Animal (BAMIPA)
del ICA (Sosa et al. 2017). Una de estas cepas es
Lactobacillus pentosus LB-31, de origen aviar, aislada de
excretas fermentadas de pollos de ceba. La cepa LB-31en
ensayos in vitro mostré las mayores potencialidades
probidticas. Su accién benéfica se confirmé en pollos de
ceba (Garcia et al. 2016), truchas arco iris (Garcia y
Pérez 2015), cerdos en crecimiento (Ayala er al. 2014)
y corderos pelibuey (Gutiérrez et al. 2020). Ademas,
LB-31 se utilizd6 como aditivo para mejorar el contenido
proteico de ensilajes mixtos destinados a animales rumiantes
(Rodriguez et al. 2020).

En estudios recientes, se definio el proceso de obtencion
del probidtico liquido con L. pentosus LB-31 para su futura
produccion a escala industrial (Sosa 2021). Para ello se
seleccion6 un medio de cultivo econémico que permite
sustituir el medio tradicional De Man-Rogosa-Sharpe (MRS,
pH 6.2+0.2), disefiado por De Man et al. (1960), que
es muy costoso para su utilizacion a escala industrial.
También se evaluaron diferentes condiciones de operacion
en biorreactores de laboratorio y se escald la fermentacion
a 30 L. Ademas, se comprobd que las nuevas condiciones
de obtencion del aditivo no afectaron la actividad de la cepa
probiotica en pollos de ceba (Sosa et al. 2021). Sin embargo,
es necesario realizar estudios de estabilidad y conservacion
del aditivo que permitan garantizar alta viabilidad de los
microorganismos durante el proceso de almacenamiento
y, consecuentemente, que puedan conservar su efecto
probidtico en el tracto gastrointestinal del hospedero. Por
estas razones, el objetivo de la presente investigacion fue
determinar el tiempo de estabilidad y las condiciones de
almacenamiento del aditivo probidtico con Lactobacillus
pentosus LB-31destinado a la produccion animal.

Materiales y Métodos

El experimento se realizo en el Laboratorio de Produccion
de Alimentos del Instituto de Ciencia Animal. Este centro se
encuentra situado en el km 47 % de la Carretera Central,
a 22° 53' de latitud norte, 82° 02' de longitud oeste y
92 m.s.n.m, en el municipio de San José de las Lajas,
provincia de Mayabeque, Cuba.

Disefio y tratamientos experimentales: Se utilizaron
disefios completamente aleatorizados con seis repeticiones
para evaluar la estabilidad y conservacion del aditivo
probiotico en condiciones ambientales (24+2 °C) por un mes
0, 7, 14, 21 y 30 d) y de refrigeracion (4+2 °C) durante
seis meses (0, 30, 60, 90, 120 y 180 d). En cada horario se
tomaron seis muestras para los analisis que posteriormente
se eliminaron.

Microorganismo y preparacion del aditivo probiotico: Se
utilizo la cepa Lactobacillus pentosus LB-31, perteneciente
al Banco de Microorganismos para la Produccion Animal
(BAMIPA) del Instituto de Ciencia Animal (Mayabeque,
Cuba). LB-31 se identificd por secuenciacion del gen 16S
ARN ribosomal y su secuencia se encuentra depositada
en el GenBank con niimero de acceso: FR717464 (Garcia
et al. 2016). El aditivo probidtico se obtuvo de tres lotes
de fermentacion en un biorreactor (BIONET, Espafia) de
11 L con volumen efectivo de 8 L de un medio de cultivo
disefiado con melaza de cafia de azlcar, urea, acetato de
sodio y citrato de amonio. Las condiciones de operacion
del equipo se establecieron segiin metodologia propuesta por
Sosa (2021).
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Estabilidad y conservacion del aditivo probiotico: Se
utilizé un cultivo liquido a partir de la cepa de Lactobacillus
pentosus LB-31 con concentracion de 4.33x10” ufc/mL. El
aditivo se envasé en frascos de cristal estériles de 100 mL
con tapas plasticas y se colocaron a temperatura ambiente y
en refrigeracion. Se determind la viabilidad celular, pureza y
pH. Se tomaron muestras y se realizaron diluciones seriadas
en solucion salina (0.85 %, p/v) y siembras del cultivo en
placas con agar Rogosa. Estas se incubaron de 24-48 h
para determinar la concentracion de células viables (ufc/mL)
por conteo visual de colonias. Se realizaron tinciones de
Gram para comprobar la pureza del cultivo y se midio el
pH con pHmetro digital (Sartorius, Alemania) de precision
+0.01 unidades.

Andlisis  estadistico: Los datos experimentales se
procesaron con el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo
et al. 2012). Todas las variables cumplieron los supuestos
teoricos y siguieron una distribucion log normal. En los
casos necesarios, se utilizd la docima de comparacion
multiple de Duncan (1955) para discriminar diferencias
entre medias a p<0.05.

Resultados y Discusiéon

En la figura 1 se muestra el comportamiento de la
concentraciéon microbiana (A) y el pH (B) del aditivo
probiodtico con Lactobacillus pentosus 1LB-31 durante un
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Figura 1. Comportamiento de la estabilidad del aditivo probidtico

con L. pentosus LB-31 durante 30 d a temperatura ambiente

(2442 °C): (A) Concentracion microbiana (EE£0.13, p=0.0028) y

(B) pH (EE+0.03, p<0.0001)

mes de conservacion a temperatura ambiente. No hubo
diferencias en la viabilidad de la bacteria acido lactica para
los primeros 14 d de conservacion (figura 1A). Después
de este tiempo, la concentracion microbiana disminuy6 de
4.33x10" a 1x10" ufc/mL (7.64 a 7.02 log ufc/mL) y se
mantuvo en 91 % de viabilidad hasta los 30 d. En lo que
respecta al pH (figura 1B), se observé disminucion a los 7 d
y a partir de este momento se mantuvo estable.

La figura 2 muestra la estabilidad del aditivo durante
seis meses de conservacion en refrigeracion. No hubo
diferencias en la concentracion de la bacteria acido lactica
durante los primeros 60 d de conservacion (figura 2A), ya
que mantuvo valores de 4.33x10” ufc/mL (7.64 log ufc/mL)
y posteriormente disminuy6 a 10° ufc/mL (6.01 log ufc/mL)
y alcanzd 78 % de viabilidad al finalizar el estudio. El pH
disminuy¢ a los 30 d y se mantuvo estable hasta los 180 d
(figura 2B).

La FAO/WHO (2002) sugirieron que los probidticos
deben tener una concentracion minima de 10°-10’
células/mL o g de producto para garantizar su eficacia. El
presente estudio demuestra que el aditivo con Lactobacillus
pentosus LB-31 mantiene una concentracion adecuada para
que se utilice como probidtico y que, ademads, es estable
hasta los 14 d a temperatura ambiente (4.33x107 ufc/mL) y
60 d en condiciones refrigeradas (3.74x107 ufc/mL).
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Figura 2. Comportamiento de la estabilidad del aditivo probidtico

con L. pentosus LB-31 durante 180 d a 4+2 °C: (A) Concentracion
microbiana (EE+0.44, p<0.0001) y (B) pH (EE+0.08, p<0.0001)
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En ambas condiciones de conservacion, con las
observaciones macroscopicas y microscopicas del cultivo,
se comprobd que las colonias mantenian sus caracteristicas
morfologicas y de cultivo. Ademas, se descartd la presencia
de contaminantes (figura 3).

Brizuela (2003) y Rondon (2009) evaluaron en frascos
de cristal la estabilidad de aditivos probidticos con
diferentes cepas de lactobacilos a temperatura ambiente
y en condiciones de refrigeracion durante 180 d. Ambas
investigaciones informaron que los aditivos eran estables
hasta los 30 d, y que a partir de este momento la viabilidad
del microorganismo disminuia en condiciones ambientales
como refrigeradas.

La literatura cientifica internacional informa varios
estudios de estabilidad de microorganismos probidticos
que utilizan diferentes tipos de sustratos y tiempos de
estabilidad inferiores a los del presente estudio. Entre ellos
se encuentran los de dos Santos er al. (2019), quienes
estudiaron la estabilidad de Lactobacillus casei, cultivado
en jugo de cocoa durante el mismo tiempo y en iguales
condiciones, ¢ informaron que la concentracion microbiana
disminuia de 10* a 107 ufc/mL. Fernandez et al. (2019)
evaluaron la estabilidad de Lactobacillus rhamnosus DTA
79 y Lactobacillus paracasei DTA 83 en leche desnatada
a los 20 y 40 d de almacenamiento en condiciones de
refrigeracion (7 °C). Los autores citados destacaron que,
aunque una de las cepas disminuyd su viabilidad a los
40 d, ambas se mantuvieron en una concentracion superior
a 10® ufc/mL. Asimismo, Tavares et al. (2018) demostraron
que una bebida probidtica basada en maiz fermentado con
el probidtico comercial Lactobacillus paracasei LBC-81,
de forma individual y en co-cultivo con varias cepas
de levaduras, mantenian su viabilidad durante 28 d en
condiciones de refrigeracion (4 °C) y que la concentracion
se encontraba en el intervalo recomendado para su uso como
probioético.

Las bases de datos de patentes internacionales también
protegen estudios de estabilidad de algunos productos
probidticos liquidos. La patente ES2674353 T3 (2018),
por ejemplo, aborda un método para preparar cultivos
iniciadores liquidos con alta estabilidad y actividad
fermentativa. Estos cultivos alcanzan concentraciones

superiores a 10° ufc/mL y son estables solo durante 6 d entre
3yS5°C.

Los resultados del presente estudio son alentadores y
comparables con otros productos probidticos conservados en
refrigeracion, que tienen tiempos de estabilidad inferiores
al aditivo con LB-31. Se debe destacar, ademas, que al
aditivo probidtico no se le agregd ninglin conservante que
pudiera mejorar la supervivencia de LB-31. Sin embargo,
a pesar de estas ventajas y que el sistema contenedor-
cierre utilizado (frascos de cristal con tapa plastica) es
el mas empleado para los estudios a nivel de laboratorio
(Rondoén 2009, Garcia et al. 2013 y Freire et al. 2017),
es necesario evaluar otros tipos de envase que faciliten
los procesos de transporte y almacenamiento cuando se
produce industrialmente este tipo de producto. Otro aspecto
a tener en cuenta es la temperatura de almacenamiento, ya
que el valor ambiente promedio de Cuba es 30+2 °C y el
presente estudio se realizo a temperaturas mas bajas, debido,
fundamentalmente, a la época del afio y a las condiciones
climaticas donde tuvo lugar. También se debe considerar
que varias investigaciones sefialan que las condiciones de
fermentacion pueden afectar la viabilidad, estabilidad y
funcionalidad de la cepa (Farnworth y Champagne 2016 y
Aragon et al. 2018), por lo que en cada etapa del proceso de
escalado se deben comprobar todos estos parametros.

Conclusiones

El probidtico con Lactobacillus pentosus LB-31, sin
conservantes, es estable en frascos de cristal durante
14 d, a temperatura ambiente, y por 60 d en condiciones
refrigeradas.
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