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RESUMEN:

El trabajo se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Empresa de Productos
Lacteos Rio Zaza y en la UEB “Dos Rios” de la Empresa Pecuaria Managuaco.
Primeramente se evalué el crecimiento de Lactobacillus acidophylus SS80 y
Streptococcus thermophilus SS77 en medios a base de infusion de soya y
enriquecido con extracto de levadura y el monitoreo del pH de la fermentacion de
la leche de soya por las cepas. En un segundo momento se comprob¢ el efecto
del probidtico (L. acidophylus SS80 y S. thermophilus SS77 multiplicados en leche
de soya sobre indicadores productivos y de salud en terneros. Se utilizaron 35
terneros Holstein divididos en dos grupos homogéneos (control 19 y tratados 16);
los tratados recibieron 15 mL del probidtico con intervalos de 3 dias de un
tratamiento a otro. Como resultado se obtuvo que ambas cepas fueron capaces de
multiplicarse en los medios a base de infusion de soya pero con mayor abundancia
de crecimiento cuando este es enriquecido con extracto de levadura. El pH final en el
proceso de fermentacion favorece a L. acidophilus al compararlo con S.
thermophilus (3,78 vs 5,71). En el ensayo de campo no se obtuvieron diferencias
significativas entre los grupos cuando se analizaron las variables incremento de
peso, ganancia media diaria y hematocrito. Durante el experimento no se presento
diarrea ni muerte en ninguno de los grupos. Se concluye que el probidtico utilizado
bajo el disefio de aplicacion, no muestra efecto significativo en los indicadores de

produccién y salud.



SUMMARY:

The following work, entitled Lactobacillus acidophylus SS80 and Streptococcus
thermophiles SS77 multiplied in soy milk on production and health indicators in
calves was carried out in the UEB "Dos Rios" of the company Pecuaria
Managuaco, Sancti Spiritus. Sixty Holstein calves (Bos taurus) were used with an
average age of 45-50 days of life. The objective of this study was to evaluate the
effect of Lactobacillus acidophylus SS80 and Streptococcus thermophiles SS77
grown in soy milk on productive and health indicators in calves in artificial aging.
Laboratory tests were performed to observe the growth of the strains Lactobacillus
acidophylus SS80 and Streptococcus thermophylus SS77 in media based on soy
infusion and also adding yeast extract, in addition to obtaining soy milk and
preparing the Probiotic the pH value and acidity of the same. As a result no
significant differences were obtained from the group to which the probiotic was
applied with respect to the control group in which the dose used was 15 ml of
probiotic with an interval of 3 days from one treatment to another, during the
experiment did not occur No death or sick animals from diarrhea or other illness.
The use of this product in raising calves also facilitates the assimilation of
important nutrients for animal health, achieving a greater increase in live weight,

height and resistance against diseases.
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1. INTRODUCCION.

Las enfermedades entéricas son de gran importancia para la industria pecuaria,
debido a la pérdida de productividad, al incremento de la mortalidad y la
contaminacion de productos para consumo humano. Es por ello que en los
sistemas de produccion animal intensiva se introducen nuevos productos y
tecnologias que permiten la obtencion de alimentos mas seguros y que al
mismo tiempo contribuyan a producciones con una sostenibilidad econémica
adecuada (Sanchez y col., 2015).

La crianza artificial en el periodo de lactancia trae aparejado la presentacion de
trastornos gastrointestinales asociados a diferentes microorganismos causando
altos niveles de mortalidad y morbilidad y con ello perdidas econdémicas
(Kawakami y col., 2010).

La pérdida de terneros en granjas lecheras obedece, en muchos casos, a la
mala administracion y alimentacion, causa de infecciones y depresion de su
sistema inmunoldgico. Estas pérdidas han incrementado el uso de antibiéticos
para proteger los animales y tratar las diarreas. El uso extensivo y prolongado
de antibiéticos puede dafiar el balance de la flora intestinal e incrementar la
susceptibilidad de los terneros ante algunos microorganismos patégenos, que
ganan en resistencia a estos antibidticos (Bittar y col, 2016); también puede
incrementar el riesgo de diarrea y de mala absorcion en los intestinos
(Higginbotham y Bath 1993).

Los alimentos destinados para la produccién animal requieren, ademas del
empleo de formulas adecuadas para la satisfaccibn de los requerimientos
nutricionales, del uso 6ptimo de los mismos y un mejoramiento en la salud de
los rebafios. Esto se puede lograr, entre otras medidas, con la aplicaciéon de los
denominados promotores del crecimiento y aditivos alimentarios, los que han
cobrado fuerza en su uso, con énfasis en que tales aditivos cumplan con su
requisito primario de elevar la eficiencia productiva de los animales (Brizuela y
col., 2009).

El uso profilactico de antibidticos como promotores del crecimiento ha sido
cuestionado por la resistencia de las bacterias a estos y por razones de

seguridad alimentaria. La resistencia de las cepas de bacterias a antibioticos



puede provocar en los humanos enfermedades transmitidas por los animales
mediante determinados productos.

En la actualidad muchos paises han prohibido el uso de antibiéticos como
preventivos y terapéuticos en los animales domeésticos utilizados en la
alimentacion humana. Por lo que existe la necesidad de disminuir o eliminar los
problemas gastrointestinales que se producen durante los primeros meses de
vida de los terneros, utilizando productos diferentes a los antibiéticos que no
afecten su normal desarrollo (Chongo y col., 1985: 23).

En el caso de las afecciones gastrointestinales de los animales jovenes criados
en condiciones artificiales, la utilizacion de probidticos provenientes de la
microbiota indigena puede prevenir la colonizacion del tubo digestivo por
patdgenos, estimular el desarrollo del sistema inmunoldgico y contrarrestar el
efecto negativo de dichas enfermedades (Rosmini y col., 2004).

Los probidticos son definidos como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en forma adecuada al huésped producen efectos benéficos
sobre su salud” (FAO, 2002). Las bacterias del género Lactobacillus y las
levaduras han sido las mas estudiadas con esos fines.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son comunmente usados como probidticos
en productos lacteos y a base de leche de soya (Ahmed y col., 2013;
Champagne y col., 2009; Chiang y Pan, 2012; Wang y col., 2010), aunque la
experiencia es mucho menor en la leche de soya (Fengy co.,| 2012).

El Departamento de Veterinaria de la Universidad de Sancti Spiritus “José Marti
Pérez” ha evaluado por varios afos el comportamiento clinico practico de
animales jovenes de diferentes especies, al administrarles oralmente diversos
preparados biolégico multiplicados en medio natural a base de levadura y miel
con resultados significativos (Hernandez y col 2009). Sin embargo, no se tienen
referencia de la utilizacion como sustrato de multiplicacion de las cepas a la leche
de soya y su evaluacién en terneros como alternativa a los antibioticos. .
Problema cientifico:

¢, Como incrementar los indicadores productivos y de salud de los terneros de la
recria de la UEB Dos Rios con la utilizacion L. acidophilus SS80 y S.
thermophiles SS77 multiplicados en leche de soya?

Hipotesis:



La adicion en la alimentacion de terneros de cria artificial de cepas
probidticas multiplicado en leche de soya (L. acidophilus SS80 y S.
thermophiles SS77), influye en los indices productivos y de salud.

Objetivo general:

Evaluar el efecto de L. acidophilus SS80 y S. thermophiles SS77 crecidos en
leche de soya sobre indicadores productivos y de la salud en terneros de

crianza artificial.
Objetivos especificos:

Determinar el crecimiento de L. acidophilus SS80 y S. thermophiles SS77 en

medios a base de soya.

Evaluar el efecto de L. acidophilus SS80 S. thermophiles SS77 crecidos medio
a base de soya sobre indicadores productivos y de la salud en terneros de

crianza artificial.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1Soya. Caracteristicas generales.

La soya (Glycine max) pertenece a las leguminosas y por su elevado contenido
de aceite se incluye, junto con el cartamo, el algodon, el girasol, la aceituna y el
cacahuate, en las oleaginosas. En muchos paises occidentales, esta semilla se
utiliza para la extraccion de aceite y el residuo o pasta, rico en proteina, se
emplea para la alimentacion animal; por otra parte en el Oriente, la soya es
fundamental en la dieta de un gran sector de la poblacién debido a sus
propiedades nutritivas, principalmente por su proteina, en los ultimos afios ha
habido un gran desarrollo cientifico y tecnoldgico para su aprovechamiento
integral (BADUI, 1999).

La soya es el grano mas importante de las leguminosa del continente oriental,
la cual viene dado por la alta calidad de su proteina y aminoacidos esenciales,
fundamentalmente lisina (Liu y col., 2011). Es ademas rica en acidos grasos
insaturados e isoflavenoides, no contiene colesterol ni lactosa, por lo que
puede ser consumida por pacientes intolerantes a lactosa (Lin y col., 2004).
Puede ser preparada tanto como poroto, germinada (brotes) y en una variedad
increible de subproductos: leche de soya, tofu, salsa de soya, lecitina de soya y
confiteria. (IESN, 2001). No obstante, a pesar de esos méritos, el desagradable
sabor y la indigestibilidad de oligosacéridos tales como rafinosa y estaquinosa
limitan el consume de mayor diversidad de productos a base de soya.
Caracteristicas generales

En forma general, la soya esta anatbmicamente constituida por tres fracciones
principales: la cascarilla, que representa 8% del peso total de la semilla, el
hipocotilo (2%) y el cotiledén (90%); en este ultimo, se localiza el aceite en
unos pequefios compartimentos, llamados esferosomas, de 0,2 a 0,3 um y que
a su vez estan dispersos entre los cuerpos proteinicos denominados aleuronas
de mayor tamafio (2 a 20 um) integrados por aproximadamente 98% de
proteinas y algo de lipidos y de &cido fitico (Badui, 1999).

Segun el Instituto de Estudios Salud Natural de Chile (2001), el poroto de soya
proporciona proteinas de alto valor bioldgico y aminoacidos esenciales:
fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptopfano y valina.

También posee una buena proporcion de otros cuatros aminoacidos



denominados esenciales, tales como, &acido glutamico, &acido aspartico,
arginina, prolina, serina entre otros.

La soya (Glycine max. L), se caracteriza por ser una leguminosa de ciclo corto
extensamente cultivada constituyendo una de las materias primas mas
empleadas en la agroindustria y en la alimentacidon humana, aprovechando su
alto contenido de proteinas que fluctia entre el 38 — 42% y aceites que va del
18 al 22% (Chéavez et al 2017).

La soya ademas es rica en vitaminas, especialmente del complejo B: vitamina
B1 (tiamina), B2 (riboflavina), &acido fdlico. Ademas posee vitaminas
liposolubles como las vitaminas A, E y K. También posee minerales como
calcio, fésforo, hierro, magnesio y potasio.

2.2 Leche de soya.

La leche de soya, o extracto acuso del grano de soya es considerado un
coloide el cual contiene particulas proteicas, proteinas hidrosolubles vy
minerales, etc. La leche de soya es rica en aminoacidos esenciales y vitaminas.
Es un alimento concentrado en proteinas, recomendable para el metabolismo
celular. Dada su concentracién se recomienda en muy pocas cantidades o
porciones algo diluidas a los nifios, salvo para reemplazar la leche de vaca por
prescripcion médica (IESN, 2001).

La norma cubana define la leche de Soya como el producto obtenido de la
trituracion en medio acuoso caliente del cotiledon del frijol de soya, al cual se le
inactivan las enzimas y se le reducen a niveles minimos los carbohidratos
indeseables y otras sustancias no apropiadas mediante un proceso tecnolégico
adecuado y un tratamiento térmico severo (NRIAL 174:2008).

Hoy en dia existe un porcentaje alto de la poblacion adulta en Africa (72%),
América (19% en personas de raza blanca y 72% de raza negra) y Asia (60%)
que producen menos cantidad de (- galactosidasa (lactasa) intestinal que los
europeos, consecuentemente, se produce una mala absorcion de la lactosa
(azlcar de la leche) por esta poblaciéon. Los sintomas de la mala absorcion de
la lactosa son diarreas, formacion de gases intestinales y retortijones, con ello
se postula a que la leche de soya puede ayudar a resolver estos problemas,
debido a que no contiene lactosa, siendo a su vez una excelente fuente de

proteinas de alta calidad (Fennema, 2000).



Existen actualmente dos métodos populares para preparar leche de soya, el
método tradicional propuesto por (Shurtleff y Aoyogi, 1979) y el método
“pulverizacion en caliente” propuesto por (Wilkens, 196)7. El método tradicional
involucra el remojo de la semilla y luego la molienda en frio para producir leche
de soya con un sabor astringente el cual lo prefieren las personas de oriente.
En comparacion con el método de molienda en caliente el cual involucra el
remojo y posterior molienda en caliente de las semillas produciendo leche de
soya con un reducido sabor astringente, el cual no es preferido por las
personas occidentales (Kao y col., 2003).

Kwok y col.,, 2002, concluyeron que para producir una leche de soya
comercialmente estéril con una satisfactoria inactivacion de esporas
bacterianas y una degradacion minima de la calidad sensorial (color y sabor
altamente aceptables) y nutricional (retencion de tiaminas entre un 90 y 93%),
es necesario una combinacion de temperatura y tiempo de 143 °C /60 s.

La fermentacion ha sido una opcion tradicional para sobreponerse a estas
limitaciones hacienda mas palatable el producto (Rivera-Espinoza y Gallardo-
Navarro, 2010). Durante el proceso de fermentacion por la accion de los
microorganismos muchos metabolitos son transformados y mejoran el sabor y
le dan un valor afadido, al incidir benéficamente sobre la salud del consumidor.
Las caracteristicas de aroma y sabor del proceso de fermentacion del grano de
soya son generados particularmente por LAB; las cuales son comunmente
usadas en forma simple o en simbiosis (Chou y Hou, 2000).

Nutricionalmente (LIM y col., 1990), indican que las proteinas de la leche de
soya varian entre 47,93 a 54,40% y que el pH de la leche se encuentra entre
6,42 a 6,55. Por otro lado, la mayor concentracion de proteinas se localiza en la
nata de la leche de soya, encontrandose en 100 g de producto seco 479 de
proteinas, siendo por esto ampliamente utilizada como substituto carnico
(Yonggiang y col., 2005).

Sun y Breene, 1991, sefialan que debido a que la leche de soya es baja en
calcio y amino acidos sulfurados en comparacion a la leche de vaca, se postula
que al utilizar la leche de soya como un sustituto tradicional de la leche de vaca
es necesaria una fortificacion de la misma con calcio, vitaminas y minerales, es
por esto que (Yacizi y col., 1997) proponen la fortificacion con calcio de la leche

de soya, con un limite maximo de 38 mg/g de proteina.



2.3 Funciones de la microbiota intestinal.

Los animales sanos poseen en su tracto gastrointestinal una microbiota tipica
que después de la colonizacion durante los primeros dias de vida, alcanza un
estado de simbiosis. En un momento dado, una region especifica del intestino
puede contener mas de 400 especies bacterianas, incluyendo la microbiota
residente y las especies transientes que ocupan temporalmente un nicho vacio
(Lu y Walker, 2001).

La flora habitante del tracto gastrointestinal tiene influencia sobre la bioquimica,
inmunologia, fisiologia y resistencia no especifica del huésped contra
enfermedades infecciosas (Salminen y Wright, 1998).

La mucosa intestinal representa la primera linea de defensa contra patégenos,
garantizando la defensa inmunoldgica mediante el tejido linfoide asociado al
intestino (Britti y col., 2006). Los linfocitos B y T migran desde los sitios de
induccion (placa de Peyer y foliculos linfoides que rodean las células M) a
través de la linfa y sangre periférica, hacia los sitios efectores (lamina propia y
compartimentos epiteliales) donde se hace efectiva la respuesta inmune. Los
linfocitos B producen anticuerpos IgA que reconocen y remueven los antigenos
de la mucosa sin activar la respuesta inflamatoria. Cuando los antigenos
escapan de este primer mecanismo de defensa y alcanzan la lamina propia,
ocurre una respuesta inflamatoria mediada por la activaciéon del complemento
con produccion de IgG (Britti y col., 2006).

La colonizacion normal del intestino por las bacterias comensales y la
interaccidn con las células epiteliales es fundamental para el correcto desarrollo
del sistema inmune de mucosas (Rhee y col., 2004). Estas interacciones entre
el sistema inmune de mucosas y los microorganismos mantienen una
activacion del tejido linfoide asociado al intestino fisiologicamente controlado a
lo largo de la vida. También se sabe que los microorganismos que colonizan el
intestino de los mamiferos neonatos pueden incrementar la circulaciéon de
anticuerpos antimicrobianos especificos (Cebra, 1999).

Las reacciones del centro germinal de las placas de Peyer, que
preferentemente generan IgA y células B especificas de antigeno, dependen de
la estimulacion por parte de los antigenos bacterianos entéricos (Shroff y col.,

1995). Los estudios en animales gnotobidticos mostraron que en ausencia de
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microbiota, el sistema inmune intestinal Soto, LP (2010) Introduccion esta
subdesarrollado y la morfologia del intestino esta alterada. La ausencia de
bacterias intestinales se asocia con reducciones en la renovacion celular de la
mucosa, la vascularizacion, el grosor de la pared muscular, la motilidad, la
produccion de citocinas, la actividad de las enzimas digestivas y con una
defectuosa inmunidad mediada por células (Canny y McCormick, 2008). La
capacidad funcional del sistema inmune adquirido es similar en animales
gnotobiodticos que en los convencionales, pero el numero de linfocitos
intestinales es reducido en los primeros. En la mayoria de los casos, en los
animales gnotobidticos se produce predominantemente IgM, poca IgG y nada
de IgA. Cuando los animales gnotobidticos son expuestos a las condiciones
normales o alimentados con probiéticos, su morfologia intestinal y el sistema
inmune de mucosas comienza a desarrollarse rapidamente y a producir una
gran variedad de isotipos de anticuerpos, incluyendo anticuerpos especificos
para las bacterias intestinales residentes (Lu y Walker, 2001).

Ademas, la microbiota normal, inhibe a los patdégenos por diferentes
mecanismos. Uno de éstos es la exclusion competitiva, que consiste en la
competencia por nutrientes esenciales o los sitios de union al epitelio (Al- Zenki
y col., 2009) y otro, es la constitucién de un ambiente desfavorable para ciertos
patégenos (Corr y col., 2007).

Otra funcidon benéfica de la microbiota es la contribucion a la salud del
hospedador a través de la produccién de vitaminas (Tappenden y Deutsch,
2007), acidos grasos de cadena corta (De Boeber y col., 2000), desconjugacion
de sales biliares (Pereira y col., 2003) y la detoxificacion de metabolitos
hepéticos e ingeridos (Humblot y col., 2005).

2.4 Microbiota intestinal de terneros y utilizacién de antibiéticos

Al momento del nacimiento, el tracto gastrointestinal de los terneros es esteéril.
Los microorganismos se introducen durante el parto, a partir de la microbiota
fecal, vaginal y del ambiente. Esta microbiota se mantiene relativamente
estable a lo largo de la vida, aunque ocurren algunos cambios periédicamente,
principalmente al momento del destete, por el uso de antibidticos o por la
introduccién de probiodticos (Ewaschuk y col., 2004).

El impacto de la flora intestinal es de vital importancia en el estado nutricional

del hospedador y es de especial interés en animales de granja que son criados
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en sistemas intensivos (Rosmini y col., 2004). El equilibrio del ecosistema se
puede ver alterado en los sistemas intensivos de crianza debido a la
separacion de sus madres, la alimentacion con sustitutos lacteos, la eliminacién
de los beneficios de la leche de vaca, la falta de calostro, situaciones de stress
y por el uso de antibidticos. Este desbalance que provoca morbilidad y
mortalidad de los terneros jévenes, produce, en consecuencia grandes
pérdidas economicas.

Este desequilibrio deja a los animales en un estado de mayor susceptibilidad a
las infecciones, que pueden provocar perturbaciones en la cadena alimentaria.
Estos patdgenos presentes en los animales, pueden ser los causantes de
brotes de enfermedades en humanos, ya sea por el consumo de productos
carnicos o sus derivados (enfermedades trasmitidas por alimentos, ETAS) o por
el contacto con los animales o sus desperdicios (Callaway y col., 2004). Los
patbgenos causantes de ETAs pueden ser encontrados en el tracto
gastrointestinal de los animales pero son a menudo dificiles de diagnosticar en
el campo ya que producen bajo a nulo impacto en la sanidad del animal y/o en
la produccién y son liberados esporadicamente.

El tratamiento pre-faena es de vital importancia, ya que en muchos casos, las
practicas post faena utilizadas, no son suficientes para evitar dichas
enfermedades (Callaway y col., 2002).

Los antibioticos han sido utilizados en la alimentacion de terneros desde 1950.
Muchos investigadores han reportado que esta practica mejora la performance
del ternero (Heinrichs y col., 1995; Monticello y Rusoff, 1961), la eficiencia
fagocitica y disminuye el scorefecal (Quigley y col., 1997; Monticello y Rusoff,
1961) y la mortalidad (Berge y col., 2005). Por otro lado, la utilizacién de
antibioticos en forma masiva, tiene consecuencias indeseables, tales como el
desarrollo de poblaciones bacterianas resistentes (Langford y col., 2003) y la
permanencia de residuos antibiéticos en la carne de consumo y productos
derivados (Seymour y col., 1988; Jones y Seymour, 1988), lo cual tiene un
efecto directo sobre la salud humana. Por tales motivos, el uso de antibiéticos
podria ser reducido o eliminado totalmente en un futuro (Abu-Tarboush y col.,
1996). Como consecuencia, la demanda de tratamientos alternativos no
tradicionales que controlen las infecciones entéricas agudas, se ha visto

aumentada (Ewaschuk y col., 2004).



2.5 Enfermedades infecciosas mas comunes en terneros.

Los patdégenos bacterianos poseen procesos adaptativos que le permiten
modificar las funciones de las células epiteliales para aumentar su penetracion
en el epitelio intestinal del hospedador y causar la enfermedad.

Un paso necesario para el éxito de la colonizacion y la produccion de la
enfermedad, es la habilidad de los patdégenos bacterianos para adherirse a la
superficie del hospedador, lo cual es un importante factor determinante de la
virulencia. Generalmente, la union a las células intestinales, es esencial para
que la bacteria resista el flujo de los fluidos del contenido luminal y las
contracciones peristalticas. Una vez unida a la superficie intestinal, puede
colonizar y establecer una residencia permanente. Los patdégenos necesitan
para su adhesién un sitio blanco apropiado. Algunos de los constituyentes de la
superficie de las células de los mamiferos, incluyendo glicoproteinas y
glicolipidos, pueden servir como receptores para uniones bacterianas. Por otro
lado, el hospedador ha desarrollado estrategias especializadas para resistir
tales infecciones. Estas interacciones definen el proceso de enfermedad o su
inhibicion (Lu y Walker, 2001)

Entre los patdgenos bacterianos mas comunmente encontrados en terneros
destacan: Escherichia coli (Callaway y col., 2004, Van Diemen y col., 2005,
Naylor y col., 2007) y Salmonella (Paulin y col., 2002).

2.6 Evolucion del término probiético

A principios del siglo pasado, Metchnikoff en 1907 describié los efectos
beneficiosos de la ingestion de bacterias &cido lacticas, presentes en la
leche fermentada, en la flora del tracto gastrointestinal (Garcia, 2005).

El médico pediatra francés Henry Tissier, destacd la importancia de las
Bifidobacterias, al notar la baja cantidad en nifios con episodios diarreicos, no
asi en nifios sanos, en quienes encontraba una cantidad significativa, con esta
investigacién postulo que la administracion de Bifidobacteriasa pacientes
con diarrea podria ayudar a restaurar su flora intestinal. Lilly y Stilwell en
1965, introdujeron por primera vez el término “probidtico” refiriendo que son
“sustancias secretadas por un organismo y capaces de estimular el crecimiento
de otro “(Moreno, 2012).
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Parker en 1974, definié a los probidticos como “organismos y sustancias que
contribuyen al balance microbiano intestinal”. Fuller en 1989 postulé a los
probioticos como “suplementos microbianos que influyen beneficiosamente en
el huésped animal mejorando su balance microbiano”. Este concepto ha
evolucionado con el tiempo y Gunther en 1995 ofrece un concepto mas amplio,
el cual define a los probidticos como organismos microbianos, vivos o muertos
0 como producto de la fermentaciébn microbiana, nucleétidos y sus productos
metabolizables, metabolitos de las proteinas y sustancias, acidos organicos,
ademas de enzimas de tipo hidroliticas que influyen beneficiosamente al
hospedero (Garcia, 2005).

Con la consecuente investigacion en torno al tema y teniendo en cuenta
los postulados y las definiciones anteriormente enunciadas, se ha ampliado y
actualizado el concepto que se tiene de probidticos, como un producto que
contiene un numero suficiente de microorganismos Vvivos, puros O mixtos,
con un efecto beneficioso sobre la salud, a través de una alteracion positiva
de la microbiota por colonizacion del intestino. Finalmente segun la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se define como
“‘Organismos vivos que ingeridos en cantidad adecuada confieren un
beneficio saludable en el huésped” (Moreno, 2012).

Entre los microorganismos mas utilizados para estos fines se encuentran las
bacterias acido lacticas, especialmente Lactobacillus sp. y Bifidobacterium sp.,
y las levaduras, fundamentalmente las del género Saccharomyces (Garcia,
2005).

2.7 Mecanismos de accién de los probidticos.

Adherencia a las células intestinales: El primer paso en la patogénesis

es la adhesion a las células epiteliales del intestino; una de las principales
propiedades de los probidticos es la capacidad que tienen para adherirse
a la mucosa intestinal, la cual tiene gran influencia en la defensa del
organismo, ya que las bacterias benéficas conforman una barrera de
exclusion a los microorganismos patdégenos, fundamentalmente, por Ila
ocupacion de los sitios de adhesion y la estimulacion del sistema inmune
(Chavez, 2014).
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Produccion de sustancias _antimicrobianas como acido lactico y otros

acidos de cadena corta, metabolitos como peréxido de hidrégeno, di acetilo y
bacteriocinas, entre otros que reducen el nimero de células patdgenas
posibles, perturbando el metabolismo bacteriano o la produccién de toxinas
(Marlli, 2013).

Produccidon de sustancias bacteriostaticas que son activas contra los

siguientes agentes patogenos: Bacillus subtilis, B. cereus, B.
stearothermophilus, Candida albicans Clostridium perfringens, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, L. bulgaricus , L. Fermenti, L. helveticus, L.
lactis, L. leichmannii, L. plantarum, Proteus vulgaris, Pseudonomas
aeruginosa, P. flourescens , Salmonella typhosa, S. schottmuelleri, Shigella
dysenteriae, S. paradysenteriae, Sarcina lutea, Serratia marcescens,
Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, S. Lactis Vibrio comma
(Marlli, 2013).

También se plantean otros mecanismos de actuacion de los probiéticos como
lo son la Reduccién del pH intestinal. Disminucion del potencial de oxidacion-
reduccion en el intestino. Cambios en la flora entérica. Estimulacion del sistema
inmune. Prevencién de la acumulacion de aminas tbéxicas y amoniaco.
Produccion de enzimas y/o estimulantes de la secrecién. Produccion de
vitaminas del complejo B. Neutralizacion de enterotoxinas de bacterias

patégenas (Frizzo y col., 2007).

2.8 Clasificaciéon Lactobacillus:

Lactobacillus es el género con mas especies acido lacticas clasificadas de
acuerdo a sus propiedades fermentativas, segun (Moreno, 2012):

Grupo A: Lactobacilos homofermentativos obligados, fermentan hexosas a
acido lactico via Embden Meyerhof Parnas (EMP), los microorganismos
poseen la enzima fructosa 1,6 bifosfatoaldolasa y no la fosfocetolasa por
lo que no fermentan pentosa ni gluconato. L. delbruekii y L. acidophilus.

Grupo B: Lactobacilos homofermentativos facultativos, fermentan hexosas
hasta acido lactico via (EMP), fermentan pentosas y gluconato via
fosfogluconato hasta acido lactico y acido acético. L. cassei y L. plantarum.
Grupo C: Lactobacilos heterofermentativos obligados, fermentan siempre

las hexosas - acido lactico, etanol, acido acético y CO:2 via fosfogluconato
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y fermentan las pentosas a acido lactico y a acido acético via fosfogluconato.
Cepas de Lactobacillus proximos a Leuconostoc. Los Lactobacillus son
generalmente mas resistentes a las condiciones &cidas que otras bacterias
acido lacticas, siendo capaces de crecer a pHs bajos de 4, lo que facilita su
aislamiento en medios que contengan acidos y azucares; esta resistencia les
permite seguir creciendo, aun en pH que hayan descendido tanto, en
comparacion con otras bacterias lacticas, siendo las Unicas capaces de
finalizar las fermentaciones lacticas.

Los probioticos disponibles se pueden clasificar en especies “colonizadoras”,
como Lactobacillus y Enterococcus spp, y también en especies de flujo
libre “no colonizadoras”, como Bacillus spp (esporas) y Saccharomyces
cerevisiae (Linares, 2015).

2.9 Especies de microorganismos comunmente usadas como probiéticos.
Segun Garcia (2005), los probiéticos mas utilizados son:

e Lactobacillus: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus cassei, Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus reuterii, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus johnsonii.

e Streptococcus y otros cocos Gram positivos: Lactococcus lactis  subsp.

cremoris, Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Streptococcus
diaacetylactis,  Streptococcus intermedius, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis.

o Bifidobacterias: Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis,

Bifidobacterium longum, Bifidobacterium thermophilum, Bifidobacterium
pseudolongum, Bifidobacterium choerinum.
e Bacillus: Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus breve.
e Levaduras: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii.
2.10 Beneficios y usos de los probidticos.
Los principales beneficios que se obtienen del uso de probidticos en la
produccion pecuaria son tres, uno de ellos es la seguridad sanitaria pues
reducen en los animales la concentracion de microorganismos peligrosos para

los humanos, como es el caso de Salmonella o de E. coli entero-hemorragica.
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También se tiene en cuenta como segundo beneficio la competitividad de las
empresas, ya que ayudan a preservar la salud animal al hacer que estos
crezcan mejor y que produzcan mas, carne, huevo o leche. Y finalmente, la
diferenciacion, pues el uso de probidticos podria permitir que las empresas
sean un sistema de produccion ecolégico al producir un probidtico que puede
ser considerado como un producto orgédnico y por ende natural, creando
entonces un desarrollo econémico y sostenible (Marlli, 2013).

2.11 Prohibicion de antibio6ticos:

En el terreno de la cria de animales, en 2006 se introdujo la prohibicion del uso
de antibiéticos para estimular el crecimiento. La Comisiébn ha impulsado
legislacion sobre el control de la Salmonella sp. en todas las fases
pertinentes de produccion, transformacion y distribucion, con objeto de
disminuir la exposicion humana a Salmonella sp. posiblemente resistente
(Comision Europea, 2011).

Teniendo en cuenta la legislacion internacional reciente y las presiones
de los consumidores domeésticos a retirar los antibioticos promotores del
crecimiento y antibidticos limites disponibles para el tratamiento de
infecciones bacterianas, los probidticos pueden ofrecer opciones alternativas.
Nuevos avances en la aplicacion de los probidticos, estan dirigidas a
producir cambios significativos en la fisiologia intestinal y proporcionar los
niveles mas altos de salud, asi como los pardmetros de aumento de
rendimiento en aves de corral (Tellez, 2011).

Evolucion del repliegue de antibioticos promotores de crecimiento en la
alimentacion animal, segun (Guitierrez, 2013).

1945-1960: La Union Europea (UE) publicé las primeras advertencias del
riesgo de desarrollo de resistencia bacterianas y demostracion de su
transmision vertical y horizontal.

1960: Comienza el uso de antibidticos en piensos (penicilina, estreptomicina,
tetraciclinas).

1969: El comité Swann recomendd imponer restricciones al uso de
antimicrobianos en pienso, para permitir solo aquellos no usados como
terapéuticos en medicina humana y veterinaria.

1970: La mayoria de las recomendaciones Swann se llevan a la préactica

en el Reino Unido.
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1975: Relajacion de las recomendaciones Swann. Se permite el uso como
antibiéticos promotores de crecimiento (APC) de espiramicina y tilosina, a
pesar de tener analogos en la medicina humana.

1984: Los granjeros suecos solicitan a su Gobierno la prohibicion de los APC a
causa de las preocupaciones de los consumidores.

1986: Prohibicion de los APC en Suecia fundamentada en el desarrollo
de resistencias y en sus efectos “inseguros” a largo plazo.

1993: Primeros estudios que muestran una relacion entre el uso de avoparcina
y el aumento de transicion de enterococos resistentes a vancomicina,
antibiotico del mismo grupo (glucopéptidos).

1995: Suecia y Finlandia entran en la Unién Europea con permiso para
mantener su prohibicion de los APC. Prohibicibn de la avoparcina en
Dinamarca.

1996: Prohibicion de la virginiamicina en Dinamarca y de la avoparcina
en Alemania.

1997: La Unién Europea prohibe la avoparcina. La OMS concluye que “es
esencial sustituir el uso de los APC”.

1998: La Union Europea prohibe la ardamicina como APC, por riesgos
de resistencias cruzadas, y el uso desde 1999 de otros 4 antibiéticos
(virginiamicina, bacitracina Zn, fosfato de tilosina, espiramicina), como medida
de preocupacién. Dinamarca prohibe todos los APC.

1999: EI comité cientifico permanente de la Comision Europea (CE)
recomienda el abandono de los APC que puedan ser usados en
medicina humana o veterinaria y que puedan promover la resistencia cruzada.
Se prohiben el uso de inhibidores (Olaquindox, carbadox) por motivos de salud
laboral.

2000: La industria farmacéutica se opone judicialmente a la decision de la CE,
sin resultado.

2001- 2004: Retirada de seis sustancias anticoccidiosicas (Amprolio, idem +
etopabato, metilclorpindol, idem + metilbenzocuato, arprinocina, nicarbacina).
2006: Prohibicion del uso de los restantes APC (Avilamicina, flavofosfolipol,
salinomicina, monensina). Los dos ultimos podran seguir siendo empleados en
pollos como coccidiostatos.

2.12 Experiencias del uso de probioéticos en Cuba.
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Reportan uso de probidticos en terneros (Casanova, 2000), (Gonzéalez, 2001) y
(Jiménez, 2002) que utilizan un preparado bioldgico de bacterias lacticas en
terneros con resultados benéficos sobre indicadores de salud y productivos.
(Marin y col., 2010), reporta el efecto probidtico del BIOPRANAL sobre los
indicadores bioproductivos y de salud en terneros valoran el probiético Sorbial®
en el comportamiento productivo y la salud animal de terneros en pastoreo.
(Hernandez, 2012) evalta el SUBTILPROBIO en terneros lactantes de la
Recria “Los quinientos”, en la provincia de Matanzas, mientras que (Delgado y
col., 2014) lo hace con probiodtico de Saccharomyces cerevisiae en parametros
hematicos y metabolicos de terneros en pastoreo.

2.13Vehiculos de cepas probidticas:

Los alimentos se pueden emplear como vehiculo para una amplia gama de
aditivos, medicamentos y otras sustancias no nutricias. No es posible
proporcionar una lista integral de todos ellos y no podemos recomendar ni
avalar productos en lo particular. Es posible que las legislaciones de los
distintos paises controlen el uso de estos productos. Las clases mas
importantes de aditivos cuyo uso pudiese considerarse en los alimentos
aparecen a continuacion (Boletin Ross Tech, 1999)

Enzimas.

Farmacos Medicinales y Profilacticos.

Antibiéticos Promotores del Crecimiento y Favorecedores de la Digestion.

Prebidticos.
Acidos Orgénicos.

Absorbentes.

Antioxidantes.

Agentes Antimicoticos.

El medio natural por excelencia de las bacterias lacticas es la leche, no
obstante en su utilizacion practica como probiético en la salud animal se han
evaluado diferentes opciones, teniendo en cuenta la no competitividad con el
destino principal de la leche que es la alimentacién humana (Hernandez et al
2009).

Calero (2002) en ensayo con ternero utiliza como sustrato un homogeneizado

compuesto por: 30 % de miel final de cafa de azucar, 10 % de levadura torula
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seca y 60 % de agua; obteniéndose un producto con aproximadamente 31.5%

de materia seca y 4.2 % de proteina bruta en base humeda.

La soya es una excelente materia prima para el desarrollo de probidticos en
alimentos funcionales no lacticos que proyectan atenuar la intolerancia a la
lactosa. La preparacion de productos fermentados no lacticos a partir de otras
materias primas como la soya e inoculada con probidticos y prebidtica es un
nuevo campo del conocimiento dentro de los alimentos funcionales (Mishra y
Mishra, 2013). Henriksson, Vasiljevic, y Shah (2005) reportan que la proteina
de la leche de soja fermentada, puede favorecer el crecimiento de muchas
cepas probidticas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei y

Streptococcus thermophilus.

BAL son comunmente usados como probidticos en productos lacteos y en
menor medida a base de leche de soya (Ahmed y col., 2013; Champagne y
col., 2009; Chiang, y Pan, 2012; Wang y col., 2010), y muchos EPS-producidos
por BAL son usados en productos lacteos (Folkenberg y col., 2005; Mende y
col., 2013; Vuyst y col., 2003). No obstante, esta experiencia es mucho menor
en la leche de soya (Fengy col., 2012).

Un gran aporte a la industria nacional seria la produccion de los probiéticos a

partir de un medio no lactico, con importantes beneficios como:

* Sustitucion de importaciones de probioticos para aplicaciones en productos no

lacteos.

* Mejor aprovechamiento de los recursos agricolas y la tecnologia disponibles

en el pais.

* Mejorar el contenido nutricional de alimentos de consumo masivo en el

territorio.

» Ampliacion de las aplicaciones de los probidticos a otros alimentos ya sea

para consumo humano o animal.

* Reduccion de costos para los productores.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Ensayos a nivel de laboratorio.

3.1.1 Capacidad de crecimiento de L. acidophilus SS80 y S. thermophiles

SS77 en medio a base de infusién de soya.

Para comprobar el crecimiento de las BAL en el medio de cultivo Agar Infusién
de Soya Sacarosa (AISS) se confeccion6 el medio con la composicion que se

refleja en la tabla 1.

Tabla 1. Medio Agar Infusion de Soya Sacarosa (AISS).

Reactivos Cantidad
Sacarosa 2009
Infusion de Soya 100 ml
Agar 0,159

Una vez preparado el medio en Erlenmeyer de 250 mL, se ajusté a pH 6.5y se
esterilizé en autoclave a 121°C durante 15 min. Bajo flujo laminar el medio fue
dispensado en placas Petri que una vez solidificadas fueron sembradas por
dispersion con 0.1 mL de cada una de las cepas L. acidophilus SS80 vy S.
thermophiles SS77, utilizando una espatula de Drigalski. La incubacion fue en
condiciones de anaerobiosis por 72 h. Después de la incubacion se comprobd
el crecimiento de las cepas, teniendo en cuenta los criterios siguientes: -
Ausencia de crecimiento, + Crecimiento débil, ++ Crecimiento moderado, +++

Crecimiento abundante.

En la tabla 2 se ilustra la composicién del medio de cultivo Agar Infusién de
Soya Sacarosa, enriquecido con Extracto de levadura ((AISS+EL). Los pasos

de preparacién y siembra fueron los mismos.
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Tabla 2. Medio Agar Infusion de Soya Sacarosa mas extracto de levadura
(AISS).

Reactivos Cantidad
Sacarosa 2049
Infusion de Soya 100 ml
Extracto de levadura 0,59
Agar 0,159

3.1.2 Obtencién de la leche de Soya.

La leche de Soya se preparo siguiendo el método descrito por Mishra y Mishra,
(2013). Las muestras de leche de Soya asi preparadas contenian 9,49 % de
sélidos totales, 8 -10 Brix de solidos solubles, 4.89-5.15 % de proteinas y 1.83-
2.23 % de grasa, con pH ajustado de 6.10 - 6.22. Esta leche se esterilizd

durante 7 min 121 °C y una atmésfera.
3.1.3 Preparacion del Probidtico.

Las bacterias se multiplicaron en leche de soya (LS). Para ello se utilizaron
recipientes de 1000 mL transparentes con 500 mL de LS, los cuales fueron
esterilizados en autoclave por un periodo de 7 min a 121 °C y una atmésfera
de presion, luego se inoculé al 3% (v/v) del cultivo mixto (L. acidophilus SS80
y S. thermophilus SS77) activado en leche descremada en polvo (LDP). Se
incubd por 2.5 h a 43 °C. La concentracion de microorganismos en el producto
final fue de 1x108 unidades formadoras de colonia por mL (ufc/mL) y menos de
10 ufc/mL de coliformes, manteniendo su conservacion a una temperatura
inferior a los 7 °C hasta su utilizaciéon y una vida util hasta 15 dias (NRIAL
174:2008).

3.1.4 Monitoreo del valor de pH y acidez durante la fermentacion.

El valor del pH la leche de Soya durante la fermentacion fue medida en

intervalos de una hora usando un pH metro con un vaso de electrodo y se
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estandarizo en las temperaturas de experimento, rango de 4.0 a 7 (NRIAL 173
(2001).

3.2 Ensayos de campo.
3.2.1 Animales e instalaciones.

El trabajo se realizd en la Cria artificial de la UEB “Dos Rios”, Empresa
Pecuaria Managuaco, Sancti Spiritus. Se utilizaron 35 terneros Holstein (Bos
taurus) con una edad promedio de 45-50 dias de vida. La crianza artificial se

realizé en naves techadas de piso de cemento.
3.2.2 Composicion de los alimentos.

Todos los alimentos utilizados en la crianza de los animales no fueron
suplementados con antibioticos. La dieta de los alimentos se refleja en la tabla
3. Todos los animales fueron alimentados a lo largo del experimento con
concentrado comercial, heno, sustituto lacteo y agua, racionados directamente

en el comedero 2 veces al dia.
3.2.3 Conformacién de los grupos.

Los terneros se dividieron al azar en dos grupos experimentales homogéneos

en su peso y edad: problema (16 animales) y testigo (19 animales).
3.2.4 Identificacion de los animales.

Antes del comienzo del experimento a cada ternero se le asigné un niumero y
fue marcado adecuadamente con una tirilla para facilitar su alimentacion y el

monitoreo durante la fase experimental.
3.2.5 Dosis y suministro de los probioticos.

A cada ternero del grupo problema, se le proporcion6 15 mL de probiético a
una concentracion de 8 x 108 ufc/mL de cada cultivo. La primera dosis de los
probidticos se suministro el dia de llegada a la nave y las siguientes con un
intervalo de 3 dias de un tratamiento a otro (Calero 2002). Ademas de la dieta
establecida. El grupo control fue sometido a los mismos procedimientos que los
grupos tratados, so6lo que se le administré un placebo en vez del preparado

bioldgico. El experimento se extendié por 90 d.
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3.2.6 Control de parametros productivos.

A los 35 terneros de los grupos problema y testigo se realizé controles de peso

vivo, ganancia de peso.

El peso vivo se determind utilizando una balanza de piso y los valores
obtenidos fueron expresados en kg; la ganancia media diaria se determin6 a
partir de las diferencia entre los pesos iniciales y finales y se expresé en

gramos por animales por dias.
3.2.7 Control del estado de salud.

Se determiné diariamente el consumo de agua y la frecuencia de
diarreas, a los 90 dias se realiz6 mediciones de valores hematologicos a 15
terneros de los grupos problema y testigo. Se extrajo de la vena yugular 4 mL
de sangre, sin anticoagulante. Entre los valores hematoldgicos se realizaran

mediciones de hemoglobina y hematocrito (Wittwer y col., 1988).
3.2.8 Analisis de datos.

A los resultados obtenidos se les realizd un andlisis de varianza de clasificacion
simple para las variables incremento en peso, peso final, ganancia media diaria

y hematocrito utilizando el paquete estadistico SPSS 11.5.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Crecimiento de las cepas.

Las cepas de S. thermophilus SS77 y L. acidophilus SS80 mostraron
capacidad de crecimiento en los medios a base de soya, aunque este se hizo

mas abundante cuando se enriquecié con extracto de levadura.

Tabla 3: Crecimiento de S. thermophilus SS77 y L. acidophilus SS80 en el
Medio Base soya (24 horas de incubacion).

Cepas Agar Soya Agar Soya Sacarosa-
Sacarosa Extracto de Levadura
S. thermophilus SS77 ++ +++
L. acidophilus SS80 ++ +++
LEYENDA: - Ausencia de crecimiento, + Crecimiento muy débil, ++

Crecimiento débil, ++++ Crecimiento abundante.

La generacion de biomasa probiética utilizando medios de cultivo generados
con subproductos de la industria cubana debe ser una estrategia a seguir por
investigadores que proyecten su uso en el desarrollo ganadero. Para la
evaluacion de los posibles subproductos de la industria a ser incorporados a un
medio de cultivo para las BAL se debe tener en cuenta los siguientes puntos:

e Debe asegurar un crecimiento abundante de las BAL.
e Debe obtenerse facilmente desde una industria local.
e Debe contener un sustrato similar al que los animales encontrarian en el
jarabe administrado en el campo.
e Debe ser capaz de abaratar durante el estudio in vitro los costos de
laboratorio por concepto de medios de cultivos.
Tomando como consideracion que del proceso tecnoldgico de obtencion de la
leche de soya, libera la infusion de soya, resultado de la etapa inicial del
proceso de hidratacion y que existia el antecedente de su posibilidad de uso
como medio de cultivo para BAL (Ponce de Ledn, 2008), se propuso el medio

ensayado; demostrando su factibilidad en la obtencion de masa bacteriana.
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Aunque no se tienen referencias del uso de la infusidn de soya, si se reporta
por varios autores que la leche de soya es usualmente usada como sustituto de
medios de cultivo para el crecimiento y actividades bioquimicas de varias BAL
(Farnworth y col., 2007). Lactobacillus es el género que mas comunmente se
usa en la fermentacién de la leche de soya. Lactobacillus casei (Wang y col.,
2010), Lactobacillus rhamnosus (Farnworth y col.,, 2007), Lactobacillus
paracasei (Chiang y Pan, 2012) y Lactobacillus acidophilus (Liong 2009) han
demostrado ademas un buen crecimiento en leche de soya.

La leche de soya fermentada por BAL mejora el aroma y sabor, asi como las
propiedades de textura y viscosidad aparente (Champagne 2010). Una
tendencia es la aplicacion de cultivos que posean al menos una cepa con
propiedades funcionales y que mejore la textura del producto. Los
exopolizsacaridos producidos por BAL son cultivos iniciadores funcionales
porque ellos contribuyen a la consistencia y reologia del producto de leche de
soya fermentado (Vuyst y col., 2003). Ello puede modificar las caracteristicas
del flujo del fluido, estabilidad de la suspensién, particulas fluculantes,
materiales encapsulados y productos emulsionados. (Charchoghlyan y Park,
2013). Por consiguiente, la incorporacion de EPS producidos por LAB en
diversos productos basados en sojas tales como salsa de soja y la pasta de
soja se han convertido en una tendencia reciente (Mende y col ., 2013).

BAL son comunmente usados como probidticos en productos lacteos y a base
de leche de soya (Ahmed y col., 2013; Champagne y col., 2009; Chiang, y Pan,
2012; Wang y col., 2010), y muchos EPS-producidos por BAL son usados en
productos lacteos ( Mende y col., 2013; Vuyst y col., 2003). No obstante, esta
experiencia es mucho menor en la leche de soya (Fengy col., 2012).

Tabla 4. Variacion del pH en leche de Soya para las cepas de L. acidophilus
SS80y S. thermophilus SS77.

Cepas Toh T2h Tsh Tah Tsh Teh T7h

L. acidophilus 6,742  5,78ba 4,44 425b 4,02b 3,78° 3,78°

(80) +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

0,032 0,025 0,078 0,050 0,053 0,184 0,178
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S. 6,98 6,912 6,75 6,72 6,68 643> 571°
thermophiles 4 " /- +- - +/- +/-

(77 0.010 0,100 0,05 0,042 0,057 0,07 0.032

Simbiosis de 6,77 5,49 4,60 4,40 4,21 4,16 4,17

cepas +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-

0,006 0.081 0,015 0,046 0,025 0,011 0,015

Valores expresados en medias +/- DS. Diferentes letras superiores en una fila

denota diferencias significativas entre ensayos (p<0.05).

El proceso de fermentacion esta determinado principalmente por la temperatura
de incubacion y la cantidad de in6culo agregado. Mientras mayor sea la
diferencia con la temperatura 6ptima y menor la cantidad de indculo agregada
mayor serd el tiempo de fermentacion. Normalmente usan temperaturas de
incubacion entre 42 y 45 °C, de 2 a 3% de cultivo y un tiempo de incubacién de
2,30 a 3 h, tiempos que estan en corresponden con los empleados en el
trabajo. Los resultados obtenidos en el ensayo difieren con lo planteado por
(Bauman y col., 2015) quienes plantean un crecimiento mas rapido del S.
termophilus, la aparicion del &cido lactico es el que provoca el descenso del pH
y como se observa en la tabla 5, este desciende mas rapido en el L.
acidhophilus SS80. Es posible que ese comportamiento sea observado cuando
ambos gérmenes estén en sinergia (Radke-Mitchell y col., 1986). En los
productos lacteos fermentados, la fermentacion culmina cuando se alcanza un
valor de 4,2 a 4,5 de pH aproximadamente (Souza y col., 1991), rango
observado en la leche de soya en nuestro trabajo. Los valores de pH del medio
disminuy6 a valores por debajo de 5 en 18 horas, lo que se corresponde con el
encontrado por (Jurado y col., 2014) donde en su estudio las cepas redujeron
el pH a valores < 5,5 en 24 hs. Con estas caracteristicas las cepas trabajadas
tendran mayores beneficios ya que se conoce que la mayoria de los
enteropatogenos inhiben su crecimiento en valores cercanos a un pH de 5,5
(Rondén, 2009).

Las BAL juegan un rol importante en la industria de alimentos por la produccion
de acidos organicos, incluyendo acido lactico y acido acético producido por

estas bacterias que puede ser un conservante natural y mejora de sabor;
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ademas tienen amplia aceptacion por su rol como probiético, los cuales son
capaces de estimular la respuesta del sistema inmune, actividad
anticancerigena y previene el crecimiento de patégenos (Axelsson, 2004;
Castellano et al., 2010). Por su seguridad en el uso durante mucho tiempo se
consideran a las BAL como bacterias GRAS (generalmente reconocidas como
seguras) para el consume humano y animal (Liu y col., 2011).

4.2 Efecto del probidtico en terneros.

El comportamiento de la administracion del probiético sobre el incremento de
peso y la ganancia media diaria se refleja en la tabla 5, mostrandose que no

existieron diferencias significativas con el grupo control.

Tabla 5: Efecto del probidtico (S. thermophilus SS77, L. acidophilus SS80)

sobre el incremento en peso en los terneros (Q).

Grupos n Pl PF IP GMD

| (control) 19 73,2+583a 92,3+x5,05a 19,1+7,17a 0,54+0,20a

Probiotico 16 748+763a 924+989%9a 17,6%+5,11a 0,50+0,20 a

Leyenda: Letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05.

Pl: Peso Inicial, PF: Peso Final, IP: Incremento de peso, GMD: Ganancia Media

Diaria.

Este comportamiento no coincide con lo informado por (German y col., 2001),
quienes sefalaron que las bacterias probiéticas ejercen los siguientes efectos
positivos: la proteccion de la digestion de la lactosa; la modulacién del sistema
inmune; beneficios en la salud estomacal, intestinal y del tracto urinario, y la
disminucién de las diarreas, entre otros. Asi mismo, (Schneider y col., 2000) les
atribuyen efectos sobre la mejor integracion de los tejidos del cuerpo y el

incremento de la regeneracion de la sangre y otros.

Los analisis de indicadores de salud refleja que con la administracion del
producto probidtico no se produjeron efectos significativos en ninguno de los
casos (tabla 6), durante el periodo del experimento no se presentaron casos de

diarrea, ni se observaron diferencias entre los analisis coprolégicos entre
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ambos grupos; tampoco se evidenci6 variacion en la conducta animal de esta

especie.

Abril (2015) en investigacion para evaluar el efecto de un aditivo zootécnico de
origen natural en la dieta de terneras Holstein en pre y post destete encontrd
diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) para la ganancia de
peso corporal, sin embargo, los niveles de proteinas plasmaticas totales y de
cuadro hematico no mostraron diferencias significativas entre los valores
obtenidos; concluyendo que el uso de aditivos de origen natural en la dieta de
terneras permiten incrementar la ganancia diaria de peso, sin modificaciones

significativas en el cuadro hemético y proteinas totales.

Tabla 6: Efecto del probiético (S. thermophilus SS77, L. acidophilus SS80
sobre el hematocrito.

Grupos N Htol Hto2 Inc. Hto
Control 7 26,2+394 a 23,5+8,63a -2,7+£9,15a
Probidtico 7 22,2+ 3,83 a 26,7+573a 45+6,74 a

LEYENDA: Las letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05.

Lépez (2016), evalud el efecto de la levadura Saccharomyces cerevisiae
adicionada como probiético a la dieta basal de terneros sobre la Condicién
Corporal (CC), Alzada, Ganancia Diaria de Peso (GDP), Parametros
Hematoldgicos y Metabdlicos. Los resultados de GDP y Alzada no mostraron
diferencias estadisticas y al analizar los parametros hematolégicos se encontrd
diferencia estadistica solo en glucosa.

El efecto de los probidticos sobre el incremento de peso y la ganancia media
diaria ha sido comunicada por diversos autores, por ejemplo en un experimento
con 80 terneros Holstein de 1 a 7 dias de edad fueron distribuidos en dos
grupos y tratado uno con bacterias acido lacticas (10® UFC/g) de sustituto
lacteo) durante 8 semanas, se encontré que la ganancia de peso por ternero
fue de 9.06kg mas y la GMD se increment6 en 35.7% (Probiotic, 1994).
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En un estudio donde se comparo la utilizacion de antibioticos y probidtico y se
encontré que la ganancia media diaria fue superior en 161g con respecto a los
animales que recibieron antibiéticos (Roth y Conklin 2001).

Por otra parte, al evaluar el probiético “Paciflor’ en terneros se determiné que
los animales tratados tuvieron un peso final superior en 11.7% con respecto al
control, resultados que también varios investigadores reportan donde se
muestra mejoras en el comportamiento (De los Santos y col 1990, Gilliland y
Speck 1997, Hooper 1989). Mientras que otros, no observaron diferencias
significativas, pero se vieron favorecidos los animales tratados (Jenny y col
1991.

Calero (2002) reporto6 el efecto probittico de un preparado de bacterias lacticas
(Lactobacillus acidophilus y Streptococcus thermophilus) sobre la salud y
ganancia de peso en terneros en vaquerias y centros de desarrollo de la
Empresa Pecuaria Managuaco de la Provincia Sancti Spiritus. Los resultados
mostraron una mejora del 50% en la ganancia media diaria en los animales
tratados con respecto a los controles, mientras la incidencia de diarrea se
redujo entre un 20 y 25%. La mortalidad se vio igualmente reducida en los
animales tratados con respecto a los controles. Hallazgos que no se
corresponden con los nuestros, destacandose que en este caso el sustrato
empleado difiere del utilizado en nuestro trabajo.

Los diferentes resultados en el uso de probiéticos pueden atribuirse a las
diferencias en las condiciones de crianza y al ternero como tal. Los efectos
beneficiosos de los probidticos en la salud y vitalidad animal se atribuyen,
generalmente, a sus efectos de estimulacion en la respuesta inmunoldgica
especifica a antigenos y patégenos. Nuestros resultados no se corresponden
con los encontrados por (Donovan y col., 2002 ), el que confirma los efectos

beneficiosos de probidticos en la salud y vitalidad.

Giraldo y col., 2015, sostienen que los probidticos son microorganismos Vivos
que cuando se administran en la cantidad adecuada, le generan un efecto
benéfico al huésped, disminuyen los problemas de salud y pueden aumentar la
productividad, gracias a que con ellos se pueden afectar las proporciones de

las diferentes especies de bacterias en la microbiota del tracto gastrointestinal.
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No obstante, en cuanto a su efecto como promotores de crecimiento los
resultados son contradictorios, en gran medida por la diversidad de cepas,
especies de microorganismos, dosis, la forma de administracion; asi como

también la diferente composicion de las dietas utilizadas en los bioensayos.
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5. CONCLUSIONES.

X/
L X4

Las cepas de Lactobacillus acidophilus SS80 y S. thermophiles SS77
mostraron crecimiento en medios a base de soya, siendo mas abundante el
crecimiento cuando se enriquecio el medio con extracto de levadura.

El suministro de Lactobacillus acidophilus SS80 y Streptococcus
thermophiles SS77  crecidos en leche de soya, no mostré efecto
significativos sobre indicadores productivos y de la salud en terneros de

crianza artificial.
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6. RECOMENDACIONES.

% Proyectar el uso de medios de cultivo generados o enriquecidos con
subproductos de la industria de la soya.
+» Repetir los ensayos en terneros disefiando otros esquemas de tratamiento

con el probidtico que incluya dosis y frecuencia.
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