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RESUMEN

El trabajo se realiz6 en dos etapas, una a nivel de laboratorio (Laboratorio de leche
de la Empresa "Rio Zaza" y Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud
Apicola) y otra de campo en la Recria de terneros de la Empresa Pecuaria
Managuaco, Sancti Spiritus, Cuba; la investigacion tuvo como objetivo la obtencion
de un bioproducto probiético desarrollado en un medio de cultivo natural para su
aplicacion en terneros lactantes. Los resultados de laboratorio mostraron que el
bioproducto probidtico conformado por diferentes proporciones de suero lacteo y
residual de la linea de ablandamiento del grano de soya (50, 75, 90 y 100 % v/v de
residual de soya), fue influenciado por la presencia de lactosa, expresado en la
disminucién del pH y la elevacion de la acidez; siendo las proporciones mas efectivas
las de 50 y 75 % (v/v). El crecimiento de las cepas del bioproducto en el sustituto
lechero fue abundante, poniendo de manifiesto que no existian factores inhibitorios.
En el ensayo de campo se utilizaron 27 terneros Holstein con una edad promedio de
7-10 dias, conformandose 3 grupos, un control y dos tratados aplicandoles dosis de
20mL y 30mL. El comportamiento de la administracion del bioproducto sobre el
incremento de peso y la ganancia media diaria demostré diferencias significativas
entre el grupo que consumié 20mL y el grupo control, no obstante se vieron
favorecidos ambos grupos tratados. A diferencia del grupo control en los grupos

tratados no se presento enfermedad, ni muerte.



SUMMARY

The work was carried out in two stages, one at the laboratory level (Laboratory of
Milk of the Company "Rio Zaza" and Reference Laboratory for Beekeeping Research
and Health) and another field in the Rearing of Calves of the Managuaco Cattle
Company, Sancti Spiritus, Cuba; The objective of the research was to obtain a
probiotic bioproduct developed in a natural culture medium for application in lactating
calves .Laboratory results showed that the probiotic bio-product formed by different
proportions of whey and residual from the soybean softening line (50, 75, 90 and
100% v / v of residual soy), was influenced by the presence of lactose , expressed in
the decrease of the pH and the elevation of the acidity; being the most effective
proportions those of 50 and 75% (v / v). The growth of the strains of the bioproduct in
the milk substitute was abundant, showing that there were no inhibitory factors. In the
field trial, 27 Holstein calves were used with an average age of 7-10 days, with 3
groups, one control and two treated, applying doses of 20mL and 30mL. The behavior
of the administration of the bioproduct on weight gain and gain Average daily showed
significant differences between the group that consumed 20mL and the control group,
although both treated groups were favored. Unlike the control group in the treated

groups, no disease or death occurred.
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INTRODUCCION

Las etapas de cria del ternero son de vital importancia, debido a que al garantizar
buenas bases nutricionales, de salud y manejo, los animales son menos
susceptibles a desordenes gastricos y a futuro hacer mas eficaz la explotacion
lechera (Plazas & Gonzalez, 2012).

En los Ultimos afios se ha buscado alternativas para promover el crecimiento de
los animales a través de una forma méas segura, no solo para el animal, sino
también para preservar la salud humana como consecuencia de Ila
antibioresistencia que generan su uso sistematico, este fenomeno ha favorecido la
investigacién de distintos productos entre los cuales destacan los agentes
bioterapéuticos (probidticos, prebidticos y simbibticos), catalogados como
productos de origen natural, beneficiosos para la salud, con propiedades
biolégicas activas y con la capacidad preventiva y terapéutica (Corzo et al., 2015).
El término probidtico esta definido como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren un papel benéfico en la salud
del hospedero” (Hill, 2014). Estos microorganismos deben ser capaces de
sobrevivir al paso por el tracto digestivo, resistiendo la acciéon de los jugos
gastricos y la bilis, ademas deben tener capacidad de colonizar y proliferar en este
medio. Desde esas perspectivas diferentes bacterias acido lacticas (BAL) son
evaluadas e incorporadas en el alimento (Geraldi, 2018).

En los estudios con animales se utilizan microorganismos cultivados en el
laboratorio o probidticos comerciales. En este sentido, los aspectos de mayor
importancia son la selecciéon adecuada de la cepa o cepas, el medio de cultivo y
las condiciones fermentativas que permitan obtener un alto nivel de viabilidad
durante el proceso (FAO, 2016).

En Cuba, a escala industrial, no se producen los aditivos probidticos para animales
a pesar de que varios grupos multidisciplinarios de investigacion trabajan en esta
tematica y disponen de microorganismos con estas caracteristicas los cuales son
resumidos por Sosa et al., (2018).

Segun Anadon et al., (2016), los microorganismos mas utilizados como probidticos

son cepas de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus y
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levaduras. En la produccidén animal se obtienen y evalian gran variedad de estos
microorganismos en diferentes especies y categoria animal (Bai et al., 2013,
Afsharmanesh & Sadaghi 2014, Ahmed et al., 2014).

En la Universidad de Sancti Spiritus se ejecutaron diferentes trabajos de
investigacion para el desarrollo de un producto probiético que mejora el
rendimiento productivo y la salud de los animales (Rodriguez et al., 2009), aunque
uno de los componentes del sustrato utilizado encarecié el producto.

La seleccion de medios de cultivo adecuados y econdmicos para las pequeias
producciones y a escala industrial es un aspecto importante en la obtencién de
probioticos. Santos et al., (2016) consideran que un medio de cultivo apropiado
debe tener péptidos como fuente de nitrégeno, azlcares como fuente de carbono,
extracto de levadura como factor de crecimiento, magnesio y manganeso en
concentraciones optimas; no obstante este mismo autor plantea que cuando se
elige un medio de cultivo alternativo, hay que considerar factores como los costos,
la capacidad de producir gran nimero de células y el método de fermentacion.

La generacion de subproductos o residuos agroindustriales en las diferentes etapas
de los procesos productivos, es actualmente una problematica a nivel mundial,
debido a que en la mayoria de los casos no son procesados o0 dispuestos
adecuadamente, situacién que contribuye al proceso de contaminacion ambiental
(Vargas & Pérez, 2018)

Los subproductos agroindustriales mas utilizados (melaza, suero de leche, leche
soya, vinaza, almiddn, salvado de trigo, yuca) son fuentes disponibles que se pueden
emplear de forma eficiente como medios naturales para el crecimiento y desarrollo
de los microorganismos con actividad probiética (Santos et al., (2016).

En la agroindustria de la provincia de Sancti Spiritus, se liberan sin ningun
tratamiento el suero de queso blanco y aquellos provenientes de la industrializacion
de la soya, generando altas cargas contaminantes; sin embargo existen varios
reportes del uso del suero lacteo como sustrato para el desarrollo de
microorganismos (Wang, 2013, Da Silva Almeida, Avi, & Barbisan, 2015; Rochin-
Medina et al., 2018), resultando menos estudiado el aprovechamiento de los

residuales de soya (Lavari etal., 2015, Coghetto etal., 2016, Beret, 2018).
2



Problema cientifico:

¢, Como incrementar los indicadores productivos de los terneros con la utilizaciéon
de un bioproducto probidtico multiplicados en medio a base de suero lacteo y
residual de la linea de ablandamiento del grano de soya?

Teniendo en cuenta lo planteado anteriormente, el problema cientifico de la
presente investigacion es el siguiente:

La crianza del ternero constituye la etapa mas critica de la vida productiva del
ganado bovino. Durante el destete en recria, los terneros son susceptibles a los
trastornos entéricos y desequilibrios en la microbiota digestiva, lo que unido a las
enfermedades carenciales y a los trastornos en la inmunidad trae afectacion en los
indicadores productivos y el retardo en la incorporaciéon de los animales a la
unidad de desarrollo. A pesar de todas las ventajas referidas anteriormente para el
uso de los probidticos, en el pais no se aplican biopreparados desarrollados
localmente a partir de residuos de la agroindustria en esta categoria en

condiciones de produccion que mejoren estas afectaciones.

Hipotesis Cientifica:

La inoculacion del medio a base de suero lacteo y residual de la linea de
ablandamiento del grano de soya con cepas probidticas, permitird obtener un
bioproducto para la alimentacion animal que favorece los indices productivos.

Para llevar a cabo la presente investigacion se plante6 como objetivo general:
Obtener un bioproducto probidtico desarrollado en un medio de cultivo a base de

residuos de la industria lactea para uso en terneros

Como objetivos especificos:

e Construir el marco teorico-referencial que sustentan la utilizacion de un
biopreparado probiético desarrollado en un medio de cultivo natural en la
alimentacion de terneros lactantes.

e Disefiar el bioproducto probiético (L. acidophilus SS80 y S. thermophilus SS77)
en diferentes proporciones de medio a base de suero lacteo y residual de la



linea de ablandamiento del grano de soya para su aplicacion en terneros
lactantes.

Evaluar el efecto del bioproducto probidético crecidos en medio a base de suero
lacteo y residual de la linea de ablandamiento del grano de soya en indicadores

productivos en terneros lactantes.



CAPITULO | REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 Agroindustria y residuos agroindustriales.

Existen diferentes definiciones de agroindustria. Sin embargo, una de las mas
acertadas es la expuesta por (Saval, 2012) quien la define como una actividad
econdémica que combina el proceso productivo agricola con el industrial para
generar alimentos o materias primas semielaboradas destinadas al mercado.
Para la (FAO., 2018), la agroindustria puede clasificarse en 2 clases, la primera
esta conformada por las industrias alimentarias y las no alimentarias, mientras que
la segunda esta compuesta por las industrias proveedoras de materia prima
(como la molienda de trigo y arroz) y consumidoras de materia prima (como la
fabricacion de pan).

Como resultado adicional a las actividades principales de las empresas que
conforman el sector agroindustrial, se generan subproductos o residuos
agroindustriales, que representan cantidades significativas y son considerados un
problema ambiental (Restrepo, Rodriguez, & Manjarrés, 2011)

Segun Saval (2012) y Rosas et al., (2016) los residuos agroindustriales pueden
ser definidos como materiales en estado solido o liquido que se generan a partir
del consumo directo de productos primarios o de su industrializacion, y que ya no
son de utilidad para el proceso que los generd, pero que son susceptibles de
aprovechamiento o transformacion para generar otro producto con valor
econdémico, de interés comercial y social.

Los residuos agroindustriales presentan un alto potencial de aprovechamiento
gracias a su variada composicion quimica, y se ve reflejado en la diversidad de
alternativas existentes para su reutilizacion (Hull et al., 2014). Es posible obtener
de éstos, materia prima oOptima para utilizarse en diferentes procesos y diversos
productos de interés ambiental, social y econdmico. Asi mismo, participan en la
recuperacion de medios abidticos contaminados con efluentes textiles, metales
pesados e hidrocarburos (Gonzales, 2013; Saval, 2012).

Los subproductos agroindustriales y los residuos de cosecha constituyen en los
paises agricolas una fuente importante de alimento, y en la mayoria de los casos,

por falta de conocimiento y voluntad técnica, no son aprovechados de manera
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adecuada. En los ultimos afios se han aumentado los esfuerzos destinados al
estudio de las caracteristicas nutricionales de los subproductos de la agroindustria,
ya sea para la produccién de carne o leche. El propésito es tratar de disminuir la
utilizacion de granos que podrian ser destinados a consumo humano, teniendo en
cuenta que aproximadamente la tercera parte de los cereales producidos en el
mundo son consumidos por animales domésticos (Garciaarena, 2011).

Existe basicamente tres grupos de tecnologias para la recuperacion de
residuos agroindustriales que corresponden a, la valorizacion biolégica vy
quimica, la obtencion de combustibles (derivados de desechos) y la
valorizacion térmica (Yepes, Montoya, & Orozco 2008). ElI primer grupo es el de
mas interés en el trabajo ya que permite a partir de residuos organicos obtener
pectinas, enzimas, aceites esenciales, fibra dietaria (alimento para animales y
humanos), hongos comestibles, flavonoides y carotenoides que pueden ser
comercializables utilizando procesos biolégicos; mejorando asi la calidad del
ambiente y evitando afectaciones para la salud humana (Valdés &Palacios, 2016).
Dentro de los residuos agroindustriales mas utilizados para estos fines se
incluyen las pastas proteicas, lodos, suero, salvado, mostos residuales, vinaza,
residuos de material verde (cascaras, hojas, tallos, bagazo de frutas), entre otros
(Hernandez, et al., 2016).

No obstante, no se hace por este autor una declaracion del uso de residual de la
linea de ablandamiento del grano de soya que en funcion del tratamiento elegido
para su ablandamiento puede ser mas o menos rico en nutrientes. (Li et al., 2019)
1.2 Uso de residuales de la agroindustria.

El aumento del precio de la materia prima, ya sea los cereales y otros
componentes, necesarios para la elaboracion de concentrados u otro tipo de
alimento para animales, crea la necesidad de buscar otras alternativas mas
econdémicas y que permitan obtener un producto con un valor nutricional 6ptimo.
Varios de los residuos agroindustriales presentan una composicion quimica y
fisica que permiten ser utilizados para este fin, obteniendo resultados
satisfactorios. Algunos han sido utilizados en la produccion de alimentos para

rumiantes, cerdos, aves y otras especies (Saval, 2012)
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Dentro de los residuos agroindustriales mas utilizados para estos fines se
incluyen las pastas proteicas, lodos, suero, salvado, mostos residuales, vinaza,
residuos de material verde (cascaras, hojas, tallos, bagazo de frutas), entre otros
(Hernandez et al., 2016). No obstante, no se hace por este autor una declaraciéon
del uso de residual de la linea de ablandamiento del grano de soya que en funcion
del tratamiento elegido para su ablandamiento puede ser mas o menos rico en
nutrientes. (Li et al., 2019)

El aprovechamiento de residuos agroindustriales (Ramirez, 2012), permite la
obtencion de materia prima para ser utilizada en diferentes procesos y en la
elaboracion de productos con un valor agregado, amigables con el ambiente
y similares a los productos obtenidos con materias primas comerciales. Se
ha documentado el uso de residuos agroindustriales como bioenergéticos, abono
organico o compost y alimentos para animales (Chibas, Casanovas, & Pérez,
2017) no obstante, estos pueden ser utilizados en la elaboracion de otros
productos, muchos de los cuales estan en fase de investigacion.

1.2.1Usos de la soya.

La soya (Glycine max (L.) Merrill) es una de las lineas estratégicas en la seguridad
alimentaria de todo el mundo, por el alto valor nutritivo que tienen sus semillas y
nutrientes de calidad. Al igual que muchos cultivos econémicamente importantes,
esta sujeto a las tensiones ambientales que reducen su rendimiento (Hernandez,
Guerra, Tobia, & Villalobos, 2013). En Cuba, la produccién de soya (Glycine
maxL.) no representa un elemento importante en el sector agricola vinculado a
esta actividad; a diferencia de otros paises donde se cultiva en diferentes zonas.
(Buj & Concepci, 2014).

La soya (Glycine max (L.) Merr.) es una leguminosa de mucha importancia en el
mundo por su gran cantidad de usos, alto contenido de proteina y energia, ya que
en promedio el grano seco contiene 20% de aceite y 40% de proteina (Santacruz,
2015).

En general, el incremento de la demanda de soya se enmarca en el proceso del
alza de la demanda mundial de alimentos debido a factores como: el aumento del

poder de compra y del cambio en los patrones de consumo de gran parte de la
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poblacién mundial, especialmente debido al crecimiento econémico prolongado de
varios de los grandes paises en desarrollo de Asia (Li et al., 2019).

Actualmente la soya es la oleaginosa que mas se produce en el mundo, en
general se ha reportado 120 millones de hectareas, de las cuales el 85.4% de
dicha area es cultivada en América, con una produccion de 181 millones de
toneladas, que son utilizadas para obtener aceite y proteina para consumo
humano y alimentacion animal; sus granos son considerados muy versatiles, ya
que pueden ser consumidos como semillas de soya, brotes de soya, y asimismo
pueden ser procesados para obtener derivados como: leche de soya, tofu, salsa
de soya y harina.(FAOSTAT, 2018)

La importancia de soya deriva principalmente de su pequefia relacion con el tema
alimentos y de ser un buen conservador de suelo ya que aporta nitrégeno al
mismo. En Cuba su importancia radica en la elaboracion de alimentos
balanceados y su representatividad en la balanza comercial, debido a que las
importaciones de este producto son significativas. Actualmente el pais cuenta con
una produccion muy limitada de este producto

1.2.2 Residuales del proceso tecnoldgico de la leche de soya y sus usos.

La soya es un producto agricola que ha sido utilizado ampliamente para cubrir
necesidades de la industria y en la formulacién de diferentes alimentos. En
general, el uso y la utilizacion de la misma son limitados a las semillas, mientras
los desperdicios, como cascara de la soja y otros residuales, es todavia
descartado en muchos lugares y no han sido ampliamente utilizados a pesar de su
valor bioldgico. Hidanah, Nazar, Safitri (2018),

Segun Rivera (2004), en el mundo existen diversas tecnologias para obtencién de
leche de soya, que en dependencia de los productos finales que se vayan a
elaborar, generaran también diversos tipos de residuos.

Por ejemplo, los residuos que se generaran durante la obtencion de leche (o
pasta) de soya para obtener productos alimenticios asiaticos como el misu y el
tofu, diferiran en cuanto a su composicion con aquellos que se obtendran al
producir leche de soya para elaboracion de quesos, yogurt, o incluso salsas tipo

mayonesas.



No obstante, en sentido general, puede decirse que cualquiera que sea la

tecnologia empleada puede obtenerse dos tipos de residuos en estos procesos:

a) Solidos secos o0 de baja humedad. Consistentes en cascarillas de frijol de
soya, cuando el comienzo del proceso es a partir de granos sin descascarar,
gue pueden ser obtenidas en forma seca o humeda en dependencia del
proceso tecnoldgico de descascarado seguido, su eficiencia y del proceso
posterior de obtencion de leche o pasta de soya.

b) Efluentes liquidos. Consistentes en residuos liquidos generados durante el
proceso de remojado o coccién de la soya, fermentacidon de productos y
limpiezas de equipos de procesos.

Es practica comun emplear los residuos sélidos como alimento animal. No
obstante, se han estudiado la generacion de biogas a través de la digestion de
esos residuos solidos generados en el procesamiento de la soya.
La tecnologia cubana para la obtencién de leche o pasta de soya también genera
residuos sélidos secos compuestos principalmente por cascarillas de frijoles, que
son separados del grano de soya mediante un equipamiento tecnologico
apropiado. Estos residuos son empleados desde hace tiempo para la alimentacion
animal. Adicionalmente, se genera una cierta de cantidad de residual solido con
apreciable grado de humedad, que es removido del proceso mediante una criba
de malla filtrante para ser finalmente dispuesto también como alimento animal.

Se generan a su vez, efluentes liquidos que pueden dividirse segun su

composicién en dos corrientes principales (Tabla 1.1):

1. Efluentes liquidos que abandonan el tornillo sinfin 0 aguas de remojo del grano

de soya, conteniendo cantidades significativas de oligosacéaridos, que representan

altos valores de concentracion en DQO y DBO5.

2. Efluentes liquidos generados durante los procesos de limpieza manual de los

equipos, con un menor valor de concentraciéon en DQO y DBO5.



Tabla 1.1Caracteristicas de los efluentes liquidos de la produccion de leche

de soya.
Parametro Unidad | Efluente 1 | Efluente 2
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) mg/ L 21 870 563
Demanda Bioquimica de Oxigeno | mg/L 15 000 250
(DBO5)
pH 8.5 7.7
Solidos Totales (ST) mg/ L 19716 515
Solidos Suspendidos Totales (SST) mg/ L 2700 77
Sdélidos Suspendidos Volatiles (SSV) mg/ L 2 300 38
Nitrogeno Total (Nt) mg/ L 348 29
Nitrogeno Orgénico (N-Org) mg/ L 342 19
Fosforo Total (P) mg/ L 54 2
Grasas mg/L 80

Resultados promedio de 10 muestras integradas tomadas en el Complejo Lacteo
de la Habana segun Valdés & Rivera (1997).

Imagenes de los residuales generados en la Empresa "Rio Zaza"

El residual generado en la industria cubana posee un potencial contaminante
superior a la media internacional, tiene su explicacion en el hecho de que en la
tecnologia desarrollada en nuestro pais se hace un uso mas integral del frijol de
soya, pero comprometiendo también un mayor aporte del contenido del frijol a la
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corriente de residuales, sobre todo en polisacaridos, que aportan materia organica
pero poca cantidad de nitrogeno y fosforo (Valdés & Rivera 1997).

Por lo tanto, este es un residual de elaboracion de leche de soya con
caracteristicas muy bien determinadas para nuestras condiciones, pero que difiere
considerablemente de las reportadas usualmente para este tipo de industria.
Hidanah, Nazar, Safitri (2018), estos mismos autores en analisis de la cascara de
soya reportan contenidos de materia seca (CP) = 91.11, proteina bruta (PB)= 5,04,
(kcal/g) = 5.04, extracto graso = 1.65, calcio = 21, fésforo = 0.06, y energia
metabolizable de 3.98. En otra investigacion, la composicion quimica de cascara
de la soja arroj6 47.01% FB, 14.45% PB, 3.04% de grasa, 3.15% de cenizas y
3.060,48 kcal kg de energia metabolizable.

Hidanah, Nazar, Safitri (2018) reportan buenos resultados en la calidad del huevo
de patas ponedoras al incluir en la racion un fermentado de la cascara de la soja,
usando en el inoculo bacterias celuloliticas del género Spodoptera (S. litura);
igualmente Hong & Ca (2013), utilizaron cepas del género Aspergillus y
Lactobacillus en la fermentacién de la cascara de soya, sin embargo la reduccién
de la fibra bruta no fue significativa (44% a 40%).

Gbmez, 2011 incorpord el residual liquido del grano de soya para el crecimiento
de micro algas con buenos resultados. Coghetto, 2016 en su investigacion sobre
el crecimiento y actividad fermentativa de cepas de L. plantarum BLO11 aisladas
de queso Serrano, utilizd un medio de cultivo alternativo libre de proteina animal
donde incluyd residuo liquido &cido de la obtencién de proteina de soya. Los
resultados mostraron la posibilidad de incluir ese sustrato como una alternativa
para producir probiéticos, sin ingredientes derivados de animales para obtener
concentraciones altas de la biomasa en bioreactores con costos minimizados.
Constituye este el primer reporte de su uso como ingrediente de medio de cultivo
para lactobacilos.

Beret, 2018, siguiendo el mismo principio de utilizar residuos agroindustriales
evalu6 medios de cultivo mas economico para la producciéon de biomasa de
Lactobacillus paracasei 90, incluyendo el residual liquido proveniente de la

obtencion de proteina de soya, concluyendo que este residual puede ofrecer una
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buena performance como medio de cultivo base para fermentos lacticos a un
costo competitivo y con gran potencial de aplicacién en queseria.

En particular, el medio base permitié6 un buen crecimiento de la cepa autoctona
L90, que fue mejorado por la adicion de glucosa y extracto de levadura. No
obstante, sugiere continuar optimizando la formulacion y evaluar posteriormente
la actividad metabdlica de la cepa luego del crecimiento en estos medios
formulados.

En paralelo Raya-Medina, 2018, incluyd en su investigacion sobre el uso en
terneros de un bioproducto desarrollados en residuos de la industria lactea, el
residual liqguido obtenido de la linea de ablandamiento del grano de soya, en el
proceso de produccién de yogurt de soya. El trabajo incluyé combinacién del 50 %
del residual de la linea de ablandamiento del grano de soya con el suero lacteo.
Los resultados fueron comparables con los obtenidos con el yogurt de leche de
soya al utilizar como variable de interés la acidez.

1.3 Usos e importancia del Suero lacteo.

En la industria quesera el lactosuero obtenido en el proceso de produccion de
queso es aproximadamente el 90 % de la masa total de la leche utilizada y el
mismo retiene cerca de 55 % del total de sélidos totales de la leche (Tabla 1.2).
Algunas alternativas de utilizaciéon de este residuo han sido propuestas, pero son
pocas las empresas que hacen aprovechamiento del mismo y las estadisticas
indican que una importante porcion de este residuo pasa a ser efluente el cual
crea un serio problema ambiental(Ramirez Mestas et al., 2018),(Inda A. 2000).

Tabla 1.2. Composicién del suero lacteo.

Componentes Suero dulce Suero acido
Agua (%) 93-95 94-95
Materia seca (%) 6-6.7 5-6

Lactosa (%) 4.2-5 3.8-4.3
Grasa (%) 0.1-0.5 0.1-0.5

pH 6.3-7 4.1-6.5
DQO > 100 000 mg O2/L
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El lactosuero es wuna materia prima excelente para obtener diferentes
productos a nivel tecnoldgico; varios investigadores proponen reutilizar el
lactosuero en diversos productos como acidos organicos, alcoholes, bebidas
fermentadas, concentrados proteicos entre otros.

Actualmente, la leche descremada y el suero de mantequilla no se obtienen en
Cuba en cantidades significativas, debido a la escasez de la materia prima
principal, la leche. El suero proveniente de la fabricaciébn de quesos constituye el
principal subproducto o materia prima secundaria de la industria lactea en Cuba 'y
todavia en la actualidad estd muy lejos de ser aprovechado racionalmente en la
produccion de alimentos para humanos y animal (Suarez-Solis, 2009)

En Cuba se producen altos volumenes de suero de queso que tienen un bajo
aprovechamiento industrial (Miranda, 2014). El aprovechamiento actual del suero
de queso para el consumo humano a nivel nacional alcanza menos del 10 % de
las Empresas Lacteas que obtienen suero, en la mitad de ellas el
aprovechamiento no llega al 1 % (Suarez-Solis, 2009).

Para el suero de queso en el pais se han descrito diversas aplicaciones, dentro de
las que se destacan el lactosuero liquido para bebidas, proteinas del suero lacteo
en sus formas de concentrados proteicos y aislados en alimentos lacteos (helados,
yogures, productos untables y de bajas calorias), productos carnicos (carnes
procesadas, embutidos), panificados (bases para pasteles, galletitas, barras
nutritivas), confiteria (chocolates, coberturas, caramelos), bebidas (mezclas con
cacao, crema para café, bebidas para deportistas) y lactosa para alimentos
dietéticos, dulces y productos farmacéuticos (Parzanese,2017). Sin embargo, su
diversificacion para el uso en la alimentacién animal ha sido menos investigada.

La utilizacion de suero de queseria para alimentacion animal es una de las
primeras alternativas de valorizacion para el pequefio quesero dedicado a la
crianza de cerdos y terneros (Castells et al., 2015).

En pequefas unidades de produccion, las formas de suministro tradicional del
lactosuero al animal no requieren de inversion para su puesta en marcha, dado
que comprenden el uso directo del lactosuero fresco en forma de agua de bebida,

0 bien, como sustituto parcial de raciones balanceadas.
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Mayores esfuerzos de inversion seran requeridos cuando se considere el
mejoramiento de la calidad de un alimento con el uso de lactosuero como
conservador, tal es el caso de la elaboracién de ensilajes o el incremento del valor
nutricional del lactosuero como sustrato para el desarrollo de biomasa microbiana
como fuente de proteina unicelular.

Miranda et al., (2015) utilizaron suero de queso dulce para el crecimiento de L.
acidophilus y S. thermophilus. Estos autores obtuvieron concentraciones
microbianas en el orden de 108 ufceM| -1 y, desde el punto de vista de
comportamiento animal, ganancias medias diarias de 292 g/d, ademas de
reduccion de la incidencia de diarreas hasta 1.35 % en cerdos tratados con este
producto.

1.3.1 Combinacién del suero lacteo y residual del ablandamiento del grano
de soya.

La elaboracién de un bioproducto fermentada del residual del ablandamiento del
grano de soya con adiciobn de suero de queseria, ademas de mejorar las
cualidades nutricionales, a un bajo costo relativo, permite ampliar la gama de
productos de alto valor nutricional para el consumo animal (Raya-Medina, 2018), y
brinda una nueva alternativa para el aprovechamiento de un subproducto de la
industria lactea que constituye, en no pocas ocasiones, fuente de contaminacién
del medio ambiente (Perea, 2006).

El desarrollo de productos con suero de queseria para alimentacion animal ha
cobrado importancia por su efecto comprobado como prebidtico,
inmunomodulador, estimulador de la microbiota benéfica y mejorador del bienestar
animal.

Por otro lado, el empleo como sustituto en raciones balanceadas resulta atractivo
en términos econodmicos por la disminucion en los costos de alimentacion y mejora
de los parametros productivos.

Aunque el uso directo del lactosuero es un tema de discusién por los efectos
negativos documentados en la salud animal, no se observan si los volimenes de

ingesta son adecuados para la especie de interés y la edad del animal, de igual
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forma su conversidn en bebida fermentada minimiza su accion laxante (Raya-
Medina, 2018).

Con respecto a la alimentacion animal, la valorizacién del lactosuero depende de
la sustitucion de la racion en las distintas fases de cria y ceba, por lo cual hay
evaluar la rentabilidad de las distintas opciones anteriormente mencionadas. Para
tomar la decision de sustitucion del lactosuero por racion, la opcién elegida tendra
gue tener un incremento del margen de ganancia significativo respecto al uso
actual y de los volumenes disponibles.

Cuando se utilizan sustratos para producir biomasa microbiana deben
considerarse los siguientes factores (Castells et al., 2015):

a) Biodegradabilidad: puede ser estimada por la relacion Demanda Bioquimica de
Oxigeno: Demanda Quimica de Oxigeno (DBO: DQO). En el caso del suero, la
relacion es de hasta 2:1 mientras que para el residual de la linea de
ablandamiento del grano de soya puede ser hasta (DBO=750 vs DQO=1093), lo
que indica también alta biodegradabilidad.

b) Alcalinidad: el suero tiene baja alcalinidad lo cual es una fuente potencial de
acidificacion en el proceso de biodigestion, lo que hace necesario el agregado de
alcalinizantes para evitar la baja productividad del proceso. El residual de la linea
de ablandamiento del grano de soya muestra un alto grado de alcalinidad (pH 8,5)
por lo que mediante la combinacion de suero y residual de soya es posible
eliminar este agregado luego de alcanzar la estabilidad de funcionamiento del
proceso fermentativo.

c) Nutrientes: desempefian un rol importante en el proceso de degradaciéon y la
consecuente produccion de acido lactico. La literatura indica que el contenido de
magnesio, potasio, calcio y fosforo es importante para el proceso de biodigestion.
Resulta indispensable realizar ensayos de laboratorio preliminares de suero,
residual de la linea de ablandamiento del grano de soya y de sus mezclas para
determinar la adecuada proporcion de cada sustrato. Dichos ensayos posibilitardn
ademas la eleccién del disefio y condiciones de trabajo adecuadas a las diferentes

escalas.
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1.4 Generalidades de la Anatomia y fisiologia digestiva del ternero

El ganado vacuno tiene dos tipos de especies: Bos taurus, tiene como origen
Europa, en esta especie es la que mayor variabilidad genética en temperamento
lechero y carne. Bos indicus, tiene su origen en la India su principal caracteristica
es la presencia de una joroba entre sus hombros, tiene mayor presencia en Africa
y Asia que en América (Marquez, 2012).

El cambio acelerado que sufren los animales de produccién obliga al hombre
a crear un proceso, el cual tiene como definicion el mantener viva a la cria
alejada de su madre, depende mucho del objetivo, por ejemplo en la ganaderia de
carne el proceso dura alrededor de los 5-6 meses de edad, en los hatos
ganaderos para produccion de leche la cria permanece junto a su madre maximo
3 dias y minimo 1 dia (Lagger, 2010).

En la anatomia de los rumiantes se describen como estructuras anatoémicas el
Rumen que esta compuesto de numerosas papilas variables en tamafio y forma,
es donde se produce la fermentacion microbiana anaerodbica; el Reticulo que
tiene como funcion la movilizacion del alimento al rumen, aqui también existe una
poblacién densa de microorganismos (bacteria, protozoos y hongos); Omaso, su
funcién es la reduccién del tamafio de particulas y ayuda con el paso del bolo
digestivo hacia el abomaso y el Abomaso que es el principal estbmago funcional
del animal, el alimento que ingiere el ternero en los primeros dias es
principalmente lacteo, donde el abomaso tiene la principal funcion, en el
interior se forma coagulos pequefios con ayuda de enzimas (renina y pepsina),
permitiendo una liberacion estable de nutrientes. Puede tomar de 12 a 18 horas
para que la leche cuajada sea completamente digerida. (Matute & Sirias, 2007).

El Intestino Delgado inicia desde el piloro hasta la union del ciego con el colon
ascendente, se subdivide en: duodeno, yeyuno e ileon (Juaquiera & Morson,
2011). EI intestino delgado ademas esta compuesto por tejidos vy
microvellosidades. Las microvellocidades que tienen como funcién el intercambio
de sustancias entre tejidos y medio extracelular. Asi mismo, del pliegue interno se

puede observar una estructura denominada, las criptas, que estan cubiertas con
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células epiteliales mas jovenes las cuales estan implicadas primariamente en la
secrecion (Blum Jw, 2000).

En el intestino delgado se lleva a cabo la mayor parte de la absorcién de
nutrimientos, y la digestion principalmente proteica. Por su composicion tiene la
capacidad de absorber agua, minerales y productos de digestion (glucosa, grasa,
etc.).

El Intestino Grueso esta compuesta por tejido conectivo laxo, con una
poblacion celular similar a la del intestino delgado, es decir también tienen
vellosidades intestinales, y criptas. Sus funciones son las de absorcion de
agua, concentracion de contenido intestinal y la excrecion, lleva a cabo la
descomposicion de sustancias no digeribles y no absorbibles, gracias a la
accion de bacterias saprofitas (Blomm, 1992).

Moran (2002), citado por INIA, (2014) indica que los terneros no han
desarrollado aun la capacidad de digerir pasturas por esta razén, la Unica
cavidad que esta activa es el abomaso, ademds tienen un intestino delgado
funcional que permite la digestion alcalina de los alimentos gracias a las
vellosidades intestinales.

La leche es canalizada desde el es6fago via el surco esofagico hacia el abomaso.
El proceso de ingesta de la leche empieza en la boca, dirigiéndose hacia la
garganta, luego la traquea, la leche pasa por un pequefio canal en la pared
ruminal el cual se abre y cierra de acuerdo a diferentes estimulos, por esta
razon la leche es desviada al abomaso donde se forma un coagulo firme dentro de
pocos minutos bajo la influencia de las enzimas renina y pepsina, esto permite una
liberacién estable de los nutrientes a través del estbmago y eventualmente,
hacia el torrente sanguineo.

1.4.1 Requerimientos nutricionales del ternero

Los requerimientos nutricionales se definen como las cantidades minimas de
nutrientes que deben estar presentes en la dieta para que los animales
puedan desarrollarse y producir normalmente (Guevara, 2008), este autor define

las necesidades fundamentales.
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Necesidades de energia: El desarrollo de los terneros durante los primeros meses
de vida depende de la nutricién y se ve afectado por la incidencia de trastornos
digestivos, esto puede ser un problema en las explotaciones ganaderas ya que es
necesario reducir el tiempo que tardan las crias en llegar a su etapa de
produccion. En los requerimientos energéticos de animales hasta 40 kg de peso,
no se hace distincion entre razas pequefias ni razas grandes. El consumo
insuficiente de energia expresa rendimientos bajos, poco crecimiento del animal y
mayor susceptibilidad a enfermedades.

Necesidades de proteina: La proteina Cruda (PC) en nutricion animal, se define
con el contenido de nitrdgeno por una constante 6.25. La definicién se basa en la
asuncion de que el contenido promedio de nitrégeno (N) en los alimentos es igual
a 16 gramos por cada 100 gramos de proteina Para animales que consumen
leche o reemplazador de leche y alimento balanceado con pesos que
oscilan entre los 30 y 80 kg y ganancias diarias desde los 0,10 hasta los 0,60
kg.d-1

Necesidades de Agua. Las necesidades de agua se relacionan con el tipo de
alimento consumido por el animal, alimentos basados en forrajes verdes
requieren de poco suministro de agua, ya que los forrajes poseen un contenido
hidrico del 70 al 80% y un contenido de materia seca del 20 al 30%, mientras que
si la alimentacién es a base de concentrado, el suministro de agua debe ser ad
libitum, ademas, es indispensable que el agua suministrada sea de buena
calidad para evitar la proliferacion de enfermedades, una restriccion de agua
ocasiona la disminucion del consumo de los alimentos.

1.4.2 Sistemas de alimentacién

Los sistemas de alimentacion para la crianza de los terneros es uno de los puntos
mas criticos para el desarrollo y salud de estos, por lo que es importante elaborar
dietas, tomando en cuenta factores como: el clima, la ubicacion del predio, la
infraestructura, la edad y raza del ternero. La desventaja del sistema de
alimentacion es la dieta mal formulada; los animales pueden sufrir estrés fisico
que se refleja en sintomas como: hambre, sed, lesiones, fatiga, condiciones

termales extremas, 0 estrés psicoldgico: restriccion de los movimientos,
18



practicas de manejo, cambios imprevisto. La alimentacion puede ser de forma
tradicional donde se le suministra una constante cantidad de leche diaria que es
equivalente al 8-10 % de su peso vivo segun (Lagger, 2010) y la alimentacién
intensiva Van Amburgh (2014), donde se puede llegar a 6 litros por dia con 20 %
Proteina Bruta (PB).

1.4.3 Manejo y crianza de terneros

La crianza de terneros constituye uno de los aspectos mas importantes de la
produccion ganadera, ya que es punto de partida tanto para la produccion de
leche como la de carne.

Esta crianza presenta complejidades que es preciso conocer por los diversos
cambios a que estd sometido el animal a causa del ambiente fisico y a otras
variaciones introducidas por el hombre (Calzadilla et al., 2006).

Las condiciones espirituanas y cubanas en general de produccidon pecuaria
destinada a la crianza de terneros, se caracterizan en la mayoria de los casos por
una baja tasa de conversion y aprovechamiento del alimento que se traduce en
una ganancia media diaria de peso deficiente.

Lo anterior atenta contra la productividad y la propia rentabilidad de los sistemas
ganaderos. En este contexto el uso de aditivos bioldgicos como los probidticos
abren nuevas perspectivas.

1.5 Enfermedades comunes en terneras

La diarrea es la causa mas comun de muerte en terneras jovenes y casi siempre
se puede evitar con buen manejo. Las bacterias, virus o0 parasitos pueden causar
diarrea en los terneros, y usualmente la ternera se infecta con mas de un agente.
La edad de inicio de la diarrea puede usarse como guia para los agentes mas
probables, pero el color y la consistencia de las heces no son indicadores
confiables de la causa de diarrea (Maldonado et al., 2018).

Los agentes que con mayor frecuencia son responsables de la diarrea en terneros

son:
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Escherichia coli

La Escherichia coli es una bacteria GRAM negativa, aerdbica y anaerdbica
facultativa, que puede producir en los 10 primeros dias de vida la colibacilosis o
enfermedad de la diarrea blanca de los terneros. La E. coli enterotoxigéncia es
considerada una de las mayores causantes de diarrea en becerros, la cual posee
dos factores importantes de virulencia. El primero permite a la bacteria adherirse y
colonizar las vellosidades intestinales y el segundo corresponde a la produccion
de una entero toxina, la cual conduce a un exceso de secrecion de liquido hacia la
luz intestinal, produciendo como consecuencia una diarrea secretoria con pérdida
de bicarbonato que conlleva a una severa acidosis con rapida deshidratacion y
postracion del animal. Los antibiéticos rara vez afectan el desenlace de esta
enfermedad; la administracion de electrolitos es critica para la supervivencia. La
vacunacion de las vacas secas y una buena administracion de calostro pueden
eliminar este problema (Hoet & Boscan, 2015).

Salmonella spp

Se presenta como una enteritis aguda que afecta principalmente a los terneros, la
cual puede evolucionar a una enteritis cronica, septicemia, o un estado subclinico
de portador. La Salmonella 19 entérica es una bacteria Gram negativa, anaerdbica
facultativa, movil, que no esporula. Puede sobrevivir por 9 meses o0 mas en el
ambiente, es sitios tales como granos humedos, agua, particulas fecales, materia
prima de origen animal, sobre todo en harinas de pescado o de sangre y hueso.
Existen mas de 2500 serotipos de Salmonella, sin embargo la S. Dublin esta
adaptada a los bovinos y al manifestarse la enfermedad se hace endémica en el
rebafio o la finca dado que los animales que se recuperan de la infeccion causada
por este serotipo se vuelven portadores y por un largo tiempo diseminan
constantemente el agente infeccioso al ambiente a través de las heces y la leche,
convirtiéndose en importantes transmisores (Hoet & Boscan, 2015).

Rotavirus

Muchos de los virus entéricos estan permanentemente en el ambiente, lo cual se
evidencia por una alta seroprevalencia (50 a 100%) en los animales. El rotavirus

es la causa mas comun de diarrea neonatal bovina, presentandose principalmente
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entre los 3 y los 14 dias posteriores al nacimiento. El calostro de vacas vacunadas
puede proteger a los terneros por hasta 4 dias. La infeccion puede ser de corta
duracién, pero la cubierta intestinal debe recuperarse del dafio (Hoet & Boscéan,
2015).

La diarrea es caracteristica de un complejo de agentes etioldgicos y que para
su manifestacion deben concurrir diversos factores epidemiolégicos, incluyendo
el agente etioldgico (virus, bacterias y protozoos), el huésped, la transferencia de
inmunidad pasiva y las condiciones ecoldgicas (Camargo et al., 2017, (Castillo et
al, 2018). (Camargo et al., 2017).

Estas patologias infecciosas tienen una repercusién economica en la actividad
ganadera, pues implican tratamientos veterinarios y mano de obra adicional,
ademas del retraso en el desarrollo corporal de los animales afectados y la
posibilidad de contagio a otros terneros que conviven con el afectado (Tepan,
2011).

Actualmente existe gran interés en reemplazar los antibiéticos por otros
compuestos mas naturales como los probidticos; los cuales son considerados
como aditivos alimentarios de microorganismos (Rondon et al., 2013).

1.6 Probioticos

La FAO (2013), define los probidticos como microorganismos benéficos vivos que
conservan sus actividades fisiologicas y metabdlicas; mezclados con sus
metabolitos y medios en los cuales crecieron, que al ser administrados en dosis
adecuadas, confieren un beneficio de salud al receptor ya que se activan una vez
gue colonizan el intestino, por lo que los probidticos, ademas de nutrir a quien los
consume, colonizan el intestino modificando positivamente la flora intestinal y
mejorando el funcionamiento del sistema inmune.

El término probiotico esta definido como “microorganismos vivos que cuando son
administrados en cantidades adecuadas confieren un papel benéfico en la salud
del hospedero” (Hill, 2014). Estos microorganismos deben ser capaces de
sobrevivir al paso por el tracto digestivo, resistiendo la acciéon de los jugos
gastricos y la bilis, ademas deben tener capacidad de colonizar y proliferar en este

medio.
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Desde el punto de vista bioterapéutico, estos mecanismos pueden ser clasificados
como farmacocinéticos (resistencia a acidez gastrica, protedlisis y capacidad
de alcanzar alta densidad de poblacion en el tracto gastrointestinal) vy
farmacodinamicos (antagonismo directo, efecto antisecretor y efecto tréfico)
(FAO., 2013).

1.6.1Seleccién de cepas probidticas

La seleccién 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 (Pintado et al.,, 2014). Otras caracteristicas deseables es la
capacidad de adherencia de las cepas probidticas al epitelio intestinal para su
posterior colonizacion, ser microrganismos estables genéticamente y poseer altas
velocidades de crecimiento (Endo &Gueimonde 2016).

Ademas, la cepa elegida debe mantener su viabilidad y actividad probiética
durante los procesos de fabricacion, transporte y almacenamiento (Dima et al.,
2014 & Anadon et al., 2016).

Segun informes de FAO/WHO (2002), los probidticos deben tener una
concentracion minima de 108-107 células mL -1 o g -1 de producto para garantizar
su eficacia. Asimismo, se deben considerar otros aspectos, como la dosis,
frecuencia y modo de aplicacion, edad y estado fisiologico del hospedero.

La especificidad de la accion depende de la Unica o varias cepas que se empleen
en los productos (Endo & Gueimonde 2016), por lo que antes de su produccién,
comercializacién y aplicacién se deben identificar correctamente, caracterizar in
vitro y evaluar in vivo.

La FAO (2016) clasifico los probidticos en cuatro grandes grupos: bacterias y no
bacterianas, microorganismo esporulados y no formadores de esporas,
individuales y multicepas y por ultimo aislados del huésped o extrafios al huésped
Segun Anadon et al., (2016), los microorganismos mas utilizados como probidticos
son cepas de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Enterococcus y

levaduras.
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En la literatura cientifica disponible, la mayoria de los estudios solo toman en
cuenta ensayos in vitro para demostrar las potencialidades probidticas de las
cepas. (Miranda et al., 2017, AlGburi et al., 2016). Generalmente esos
microrganismos crecen a bajos pH y a altas concentraciones de sales biliares, y
son capaces de producir compuestos antimicrobianos e inhibir el crecimiento de
especies patégenas, lo que les confiere potencialidades como probiéticos

En la produccion animal se obtienen y evalian gran variedad de estos
microorganismos en diferentes especies y categoria animal. En este sentido, Bai
et al., (2013) demostraron la estimulacion del sistema inmune, sin afectar los
rendimientos productivos, cuando utilizaron en la dieta de pollos de ceba un
probiotico multiespecie con Lactobacillus fermentum JS y Saccharomyces
cerevisiae en concentraciones de 107 ufceg-1y 106 ufceg-1.

Afsharmanesh & Sadaghi (2014) informaron mejoras en los rendimientos
productivos de esta especie animal, asi como aumento de la relacion altura de las
vellosidades/profundidad de la cripta en el duodeno, al suministrar una cepa
probiotica de Bacillus subtilis.

Ahmed et al., (2014) sefalaron los beneficios de incorporar en la dieta una dosis
de 20 g de Bacillus amyloliquefaciens/kg de alimento mediante el incremento de
los niveles de inmunoglobulina y la disminucion de Escherichia coli.

A pesar de los avances alcanzados en Cuba en la obtencién y evaluacion de
probioticos en animales, son escasas las investigaciones para llevar a nivel de
produccion estos aditivos.

La mayoria de los estudios se centran en la busqueda de nuevas cepas, y queda
un vacio en el desarrollo del proceso tecnoldgico para la obtencién de probidticos
a escalas superiores. Esto resultaria de gran interés en la alimentacion animal
desde el punto de vista econdmico y productivo.

1.6.2 Medios de cultivo para el crecimiento de cepas probiodticas y
fermentacion.

La seleccion de medios de cultivo adecuados y econdmicos para las producciones
a escala industrial es un aspecto importante en la obtencion de probidticos.

Generalmente, los medios de cultivo se seleccionan segun las caracteristicas
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fisiol6gicas de la cepa de interés. Aunque Santos et al., (2016) consideran que un
medio de cultivo apropiado debe tener péptidos como fuente de nitrégeno,
azucares como fuente de carbono, extracto de levadura como factor de
crecimiento, magnesio y manganeso en concentraciones optimas.

Uno de los medios selectivos mas utilizados para el aislamiento, identificacion y
crecimiento de bacterias acido lacticas es el De Man-Rogosa-Sharpe (MRS, pH
6.2+0.2). Segun Santos et al., (2016), MRS puede ser mas selectivo o diferencial
en funcién de las modificaciones que se realicen a su composicion. De forma
general, los medios sintéticos se usan ampliamente para el crecimiento de cepas
probiéticas a nivel de laboratorio. Cuando se elige un medio de cultivo industrial,
los tecnologos consideran factores como los costos, la capacidad de producir gran
namero de células y el método de fermentacion. Se plantea que,
aproximadamente, 30 % del costo total de la fermentacion lo constituye el costo
del medio de cultivo

Por las razones anteriores, es necesario empefiar esfuerzos en la basqueda de
fuentes de nutrientes mas econdmicas para la produccion de biomasa probioética a
escalas superiores. El uso de residuos agroindustriales, como sustratos para el
crecimiento microbiano, tiene gran importancia, puesto que aborda dos problemas
fundamentales.

Suministra fuentes de carbono y nitrdgeno menos costosas y, por ende, disminuye
los costos de produccion, y permite la utilizacion de desechos que deberian ser
tratados antes de su eliminacion, lo que le agrega valor a estos ultimos.

En Cuba, Brizuela (2003) utiliz6 para el crecimiento de L. rhamnosusLB/103-1-5
un medio MRS modificado, al cual denominé M7. Este autor sustituyd la glucosa
por miel final de cafia de azucar y las fuentes de nitrdgeno por hidrolizado basico
de levadura Torula. Con este nuevo medio, los resultados obtenidos fueron
similares al control, con valores de 4.01 g/L de biomasa, 0.60 h! de velocidad
maxima de crecimiento, 15.70 g/L de acido lactico, 34 % de rendimiento
biomasa/sustrato y 2.06 g/Lh* de productividad del proceso.

A su vez, Rondon (2009) & Milian (2009) también disefiaron medios con miel final

y un hidrolizado enzimético de levadura S. cerevisiae para el cultivo de L.
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salivariusC65 y B. subtilisE44, respectivamente, este mismo medio a base de miel
final y levadura con modificaciones ajustadas a los microorganismos evaluados
fue utilizado por Miranda JE, ( 2018).

En todos los estudios se alcanzaron concentraciones de biomasa similares a las
que se obtienen en los medios de cultivos tradicionales, las que estuvieron entre
los valores recomendados para el uso de estos aditivos. Desde el punto de vista
econoémico, los medios de cultivo no convencionales permiten reducir los costos
de produccion de los probidticos. Sin embargo, se debe sefialar que estos
aumentan la cantidad de impurezas, por lo que se generarian mayores costos Si
es necesario purificar el producto de interés. Surge entonces, la necesidad de
realizar estudios de beneficio/costo que justifiquen el uso de medios de cultivo
basados en residuos agroindustriales.

La fermentacion es la etapa mas compleja en la produccion de los probidticos o
cualquier aditivo microbiano. Esta etapa consiste en la utilizacion de los
componentes del medio de cultivo para producir células microbianas en gran
concentracion, productos extracelulares (por ejemplo, acido lactico), enzimas,
aminoacidos, vitaminas y otros compuestos farmaceéuticos (FAO 2016). Ademas,
se puede realizar en presencia o0 ausencia de oxigeno, denominada fermentacion
aerobia o anaerobia, respectivamente. (Alfonso et al., 2011).

Existen diferentes métodos de fermentacion para la produccion de probidticos a
nivel industrial. Entre ellos se incluyen las fermentaciones discontinuas, continuas
y la alimentacién incrementada (Alfonso et al., 2011).

Los procesos discontinuos son los mas utilizados, por ser los menos costosos y
fue el utilizado en el presente trabajo. Las fermentaciones discontinuas consisten
en mezclar el sustrato y el indculo en un biorreactor cuando es a escala industrial
y no afadir o eliminar ningdn componente durante el crecimiento. Cuando se
alcanza la concentracion celular deseada o el producto de interés, se detiene la

fermentacion y se repite el proceso (Santos et al., 2016).
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1.6.3 Mecanismos de accion de los probioticos

Competencia por la adhesion en los receptores del epitelio intestinal vy
competencia por nutrientes, esto se refiere a la capacidad de los organismos
Probioticos de competir con bacterias patdgenas por un lugar en la pared intestinal
y por nutrientes para pegarse al epitelio (Kleerebezem et al., 2019). La segunda
es la produccion de sustancias antimicrobianas como acido lactico y otros &cidos
de cadena corta, metabolitos como peréxido de hidrogeno, entre otros que
reducen el nimero de células patégenas, perturbando la produccion de toxinas, la
tercera es la alteracion de los niveles de pH y oxigeno volviendo el medio mortal
para los patégenos.

No todos los microorganismos probiéticos utilizados en la alimentacién animal
inducen el mismo tipo de efectos ni con la misma intensidad sobre la respuesta
inmune o sobre los microorganismos presentes en el intestino por lo que se debe
analizar cudles son los microorganismos probioticos idéneos para cada especie
animal o para una situacion determinada (Ma & Suzuki, 2018)

A nivel del intestino se refieren cuatro efectos de los probidticos y estos son:
Primero, interfieren en su metabolismo o0 en la produccion de toxinas; la
produccion de acidos grasos volatiles, principalmente los acidos lacticos por
parte de las bacterias acido lacticos reducen la colonizacion del intestino por
parte de las bacterias patdgenas. Segundo, competencia por receptores de
adhesion: algunos probidticos se adhieren a la pared intestinal y por lo tanto
compiten por los sitios de adhesion. Tercero, competencia por nutrientes: aunque
el intestino es muy rico en nutrientes y es poco probable que se compita por
nutrientes, la disminucién de solo un nutriente puede influir en la composicion de la
microbiota. Cuarto, estimulacion de la inmunidad: se ha encontrado que los
lactobacillus estimulan la actividad de los macréfagos contra diferentes especies
de bacterias ya sea por absorcion de antigenos especificos o translocacion del
lactobacilo al torrente sanguineo (Hoet & Boscén, 2015).
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CAPITULO Il MATERIALES Y METODOS

Area de estudio. El trabajo experimental se realiz6 en el Laboratorio de leche de la
Unidad Empresarial de Base (UEB) Pasteurizadora, de la Empresa "Rio Zaza'.
Sancti Spiritus, Cuba y en el Laboratorio de Referencia para Investigaciones y
Salud Apicola (LARISA).

Materia prima.

Suero de queso Blanco.

El suero lacteo fue obtenido en el area productiva de Queso Blanco, en la etapa
de desuere de la masa, el mismo se recolectdé (500mL) en frascos de cristal
estériles de 1000 mL y refrigerado hasta su utilizacién. Al suero obtenido se le
realizo los analisis establecidos por la Norma Cubana de queso Blanco (NC 78-17,
2003), valorandose la acidez.

Residual de la linea de ablandamiento del grano de soya.

La infusién de soya se recolecté del proceso de hidratacion y ablandamiento del
grano de soya empleado en la fabricaciébn de Soyur; el mismo se recolectd en
frascos de cristal estériles (500 mL) y se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
guardo en refrigeracion hasta su utilizacion. A la infusidn de soya se le determiné
la acidez, tomando como referencia la Norma Cubana de leche Pasteurizada (NC-
71: 2000).

2.1 Preparacion del medio de cultivo a base de suero de queso blanco y
residual de la linea de ablandamiento del grano de soya (MSQB+RAGS).

Se utilizd6 como sustrato una mezcla de residual de la linea de ablandamiento del
grano de soya y suero de Queso Blanco tomando como proporcién de partida 50
% (v/v) (Raya-Medina, 2018). A partir de esta proporcion se hicieron las diferentes
combinaciones (Tabla 2.1).

Las combinaciones se trabajaron en 5 réplicas, agitando durante 5 minutos y
sometida a un proceso de esterilizacion a una temperatura de 120°C durante 15
min y 1 atmoésfera. (Sakura, Rusia); una vez esterilizada la mezcla fue enfriada a

una temperatura de 43°C hasta su inoculacion.
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Tabla 2.1. Proporciones de cada residual utilizado en la investigacion
(MSQB+RAGS).

Proporciones | Suero de queso | Residual de la linea de
blanco (SQB) ablandamiento del grano de soya
(RAGS)
I 50 % (v/v) 500 mL 500 mL
Il 75 % (VIV) 250 mL 750 mL
|90 % (v/v) 100 mL 900 mL
IV | 100 % - 1000 mL

2.2 Seleccion de la cepa utilizada, inoculacion y fermentacién del sustrato.
Se emplearon las cepas fermentativas Lactobacillus acidophilus SS80 vy
Streptococcus thermophilus SS77 pertenecientes al Banco de Microorganismos
del Departamento de Veterinaria de la Universidad de Sancti Spiritus (UNISS) y el
Laboratorio Lacteo Sancti Spiritus.

Posterior a la esterilizacion de las diferentes proporciones del medio natural
(MSQB+RAGS) se dejo enfriar, atemperado a 43°C, una vez que alcanzé la
temperatura 6ptima de crecimiento se procedié a realizar la inoculacién con la
simbiosis de gérmenes (L. acidophilus SS80 y S. thermophilus SS77) al 2,5 % v/v
tomando como referencia la Norma Ramal de la Industria Alimentaria (NRIAL 045:
08) y se incubd a temperatura de 37 °C (Tiempo 0) por 64 h.

A partir del tiempo cero (To) y a las 14 h, 24 h y 64 h se realizo el estudio de
crecimiento bacteriano en el tiempo para determinar si las cepas de ensayo (L.
acidophilus SS80 y S. thermophilus SS77), se desarrollaron favorablemente en las
diferentes proporciones del medio de cultivo natural (MSQB+RAGS).

2.3 Andlisis fisico quimico del bioproducto.

A las muestras de cada uno de las réplicas se le determiné en los diferentes
tiempos (To, Tia, T24, Tea) los siguientes indicadores: acidez titulable (%) (NC-71:
2000) y pH Metrohm; los cuales son indicadores indirectos del crecimiento de la

biomasa microbiana .Para valorar indirectamente el incremento de crecimiento se
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considerd los diferenciales de acidez y de pH; donde Diferencial pH/Acidez =
pH/Acidez del tiempo de Incubacion (Tn) — Tiempo inicial (To).

2.3.1 Anadlisis del crecimiento de las cepas del bioproducto en el sustituto
lechero.

Para corroborar la supervivencia de las cepas del bioproducto (L. acidophilus
SS80 y S. thermophilus SS77) en el sustituto lechero que constituyo el vehiculo
para administrarle el aditivo a los terneros en el ensayo de campo; se prepard por
triplicado Erlenmeyer de cristal con 12 g de sustituto lechero y 100 mL de agua
destilada, posteriormente fueron esterilizados en autoclave (Sakura) a 121 °C y
una atmoésfera por 15 min; se dejé enfriar y una vez que alcanzé la temperatura
Optima de crecimiento se procedié a realizar bajo flujo laminar la inoculacién con la
simbiosis de gérmenes del bioproducto al 2,5 % v/v (To), tomando como referencia
la Norma Ramal de la Industria Alimentaria (NRIAL 045: 08) y se incubd a
temperatura de 37 °C por 48 h (T48).

A las muestras de cada uno de las réplicas se le determiné en los diferentes
tiempos (To y T 24) los siguientes indicadores: acidez titulable (%) (NC-71: 2000) y
pH Metrohm; los cuales son indicadores indirectos del crecimiento de la biomasa
microbiana. Para valorar indirectamente el incremento de crecimiento se consideré
los diferenciales de acidez y de pH; donde Diferencial pH/Acidez = pH/Acidez del
tiempo de Incubacion (Tn) — Tiempo inicial (To).

2.4 Determinacion del costo de produccion del bioproducto a escala de
laboratorio.

Para determinar el costo de produccion del biopreparado a escala de laboratorio
se procedi6 a la busqueda de la informacién econdmica necesaria para cada uno
de los elementos 0 componentes que intervienen en el proceso.

ENSAYOS DE CAMPO.

2.5 Animales e instalaciones.

El trabajo se realizdé en la recria de terneros de la UEB “Dos Rios”, Empresa

Pecuaria Managuaco, Sancti Spiritus, Cuba.

29



Se utilizaron 27 terneros Holstein (Bos taurus) con una edad promedio de 7-10
dias de vida. La crianza artificial fue sobre cunas individuales alojadas en naves
techadas de piso de cemento.

Composicion de los alimentos.

Los alimentos utilizados en la crianza de los animales no fueron suplementados
con antibioticos.

Todos los animales se alimentaron a lo largo del experimento con sustituto lechero
y el pienso racionados directamente en el comedero 2 veces al dia; el agua ad
libitum y el manejo en correspondencia con el flujo zootécnico, (Anexos 1-4).

2.6 Conformacion de los grupos.

Se conformaron tres grupos de animales (tabla 2.2), con las caracteristicas
siguientes:

I- Grupo control. Estuvo sometido al sistema vigente de explotacion, no recibio

ningun producto. Su composicion fue de 9 animales.

11- Grupo Bioproducto probi6tico. Se le administré a los terneros mezclados con el

sustituto lechero, la primera dosis se aplico el primer dia del experimento (To) y las
siguientes con intervalo de 3 dias, en proporcion de 20 mL por animal, durante 45
dias (TF) que dur6 el experimento. La concentracion de las cepas fue de 8 x 108
ufc/mL de cada cultivo. Su composicién fue de 9 animales.

I11- Grupo Bioproducto probidtico. Se le administré a los terneros mezclados con

el sustituto lechero, la primera dosis se aplico el primer dia del experimento (To) y
las siguientes con intervalo de 3 dias, en proporcién de 30 mL por animal, durante
45 dias (Tr) que durd el experimento. La concentracion de las cepas fue de 8 x
108 ufc/mL de cada cultivo. Su composicion fue de 9 animales.

2.7 ldentificacion de los animales.

Antes del comienzo del experimento a cada ternero se le asigné un numero y se
marcé adecuadamente con una tirilla para facilitar su alimentacién y el monitoreo

durante la fase experimental.
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Tabla 2.2 Volumenes de bioproducto utilizados en el experimento

BP BP
Dosis No Bioproducto (BP) | utilizado -
Grupos . . . utilizado
(mL) animales | utilizado en 1 dia en la .
Periodo
Semana
I 0 9 0 0 0
Il 20 9 180 540 3240
1] 30 9 270 810 4860
Total 27 450 1350 8100

2.8 Control de parametros productivos.

A los terneros de los grupos problema y testigo se le realiz6 controles de peso vivo
y ganancia de peso. El peso vivo se comprobé midiendo el perimetro toracico del
animal con la cinta métrica, auxiliandose de la tabla de conversion elaborada por
Corzo et al. (1999) y citado por del Valle-Pérez ,( 2017); la ganancia media diaria
se determiné a partir de las diferencia entre los pesos iniciales (To) y finales (Tt) y
se expreso en gramos por animales por dias segun describe (Soto et al., 2014). El
pesaje se realizé a los 45 d al 100 % de los animales. El peso se estimé durante el
horario de la mafiana, con los animales en ayuna.

Control del estado de salud.

Se determind diariamente el consumo de agua y la frecuencia de cualquier
sintoma de enfermedad.

Analisis de datos.

A los resultados obtenidos se les realizé un analisis de varianza de clasificacion
simple para las variables acidez y pH del MSQB+RAGS, incremento en peso, peso
final, ganancia media diaria. Para la comparacion del estado de salud (presencia
de enfermedad) se aplicé un test de proporciones; utilizando en todos los caso el
paquete estadistico SPSS 11.5 (SPSS, 2006). Por existir diferencia significativa
(p<0.05) entre los pesos iniciales promedios de los tres grupos en estudio, y ser

conocida la relaciéon entre este y el peso final de los animales, se hizo necesario
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ajustar este ultimo teniendo en cuenta el efecto del peso inicial como covariable,
realizandose para ello un andlisis de varianza Univariante del Modelo Lineal
General (Rios, Reyes, Rodriguez, 1998). El incremento de peso y la ganancia

media diaria se calcularon a partir del peso final ajustado.
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CAPITULO Il RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 3.1 se presentan los resultados de crecimiento de las cepas de L.
acidophilus SS80 y S. thermophilus SS77 en cada una de las proporciones de
suero de queso blanco y residual de la linea de ablandamiento del grano de soya
(MSQB+RAGYS); teniendo como referencia los valores de acidez y pH (expresado
en % de acido lactico y valor de pH). Se reconoce que la acidez y el pH son
métodos indirecto que se pueden utilizar para la determinacion del crecimiento
bacteriano, cuando se pretende optimizar el medio de cultivo se debe tener en
cuenta que la actividad microbiana no solo se afecta por los componentes del
biopreparado y sus concentraciones, sino también por las interacciones entre
estos (Sosa et al., 2018).

Del procesamiento estadistico de los datos de las diferentes combinaciones
utilizadas resultdé que la acidez y el pH reflejan los valores maximos en la
concentracion del 75 % (v/v) y estos disminuyeron hacia la concentraciones del 90
% (v/v) y 100% (v/v) del residual de la linea de ablandamiento del grano de soya al
compararlas con el patron (50% (v/v) (p-/= 0.5). La acidez difiere estadisticamente
en todos los grupos y en todos los tiempos, mientras que en el pH no se
encontraron diferencias estadisticas entre las concentraciones de 50 % (v/v) y 75
% (v/v) a tiempo cero y las 14 h. A partir de las diferentes concentraciones se
puede apreciar, que el factor de mayor influencia en la variable respuesta fue la
concentracion de suero lacteo, lo cual indica que los niveles de lactosa que se
utilizaron afectan el nivel de actividad microbiana.

Los valores de los diferenciales de acidez y del pH en todos los casos (Fig.3.1y
3.2) muestran una tendencia ascendente que se hace mas notable a partir de las
24 h. El analisis estadistico evidencié que en la acidez no se encontraron
diferencias significativas a las 14 h entre las concentraciones de 50 % (v/v) y 75 %
(v/v), comportamiento que se mantuvo en el valor de pH; no obstante a esos

tiempo el valor de pH de la concentracion del 90 % (v/v) solo difiere del 100%.
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Tabla 3.1. Comportamiento del pH a los diferentes tiempos y proporciones

del MSQB.
Et Et Et Et
Prop | To T14 T24 T64 T0 T14 T24 T64
50 %
4,5462 | 3,850% | 3,666° | 3,4042 |0,05793|0,004470,00510|0,01568
75 %
4,626%° | 3,8322 | 3,778 | 3,538 |0,03682|0,00735|0,03367|0,00374
90 %
4,724° | 3,986° | 3,920¢ | 3,712°¢ [0,01077|0,01249|0,00548|0,00374
100
% | 4,724° | 4,1709 | 4,190¢ | 4,1429 |0,01077|0,00316|0,01517 |0,00374
LEYENDA: Las letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05.
Et: Error tipico.
Tabla 3.2 Comportamiento de la Acidez a los diferentes tiempos vy
proporciones.
To T14 T24 T64 Et. T14 |EtT24 |EtT64 |Et
50% |59,6¢ |105,2¢ |134,8° |2119 0,90 4,259 10,447 0,400
75% |43,2¢ |91° 118,4¢ |183,8° |1,789 |0,927 |0,583 0,735
90 % [34,4> |[73,8° |86° 131,4* |1,158 |3,209 |0,510 |0,245
100 % |28,82 |57,62 |672 73,82 1,208 |0,894 |0,583 {0,490

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

Et: Error tipico.
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Fig. 3.1 Comportamiento de los diferenciales de acidez de las diferentes

proporciones del liquido residual del ablandamiento del grano de soya.
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Fig. 3.2 Comportamiento de los diferenciales de pH de las diferentes proporciones
del liquido residual del ablandamiento del grano de soya.

Los lactobacilos requieren medios complejos con diversos aminoacidos, vitaminas,
factores de crecimiento y carbohidratos fermentables que estimulan su crecimiento
(Nawel & Ahmed 2016). La formulacion del nuevo biopreparado se condujo
principalmente para la utilizacion del residual de la linea de ablandamiento del
grano de soya que posee alta concentracion de nutrientes con la inclusién de

fuentes de carbohidratos por el suero lacteo.
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Este aporte se realiza para el incremento de los microorganismos probioticos
(Lactobacillus), quienes necesitan estos nutrientes para su rapido crecimiento.

Se conoce que el suero lacteo posee en su composicion lactosa (3.8-4.3 %); estos
carbohidratos aportan altas concentraciones de azucares, los cuales pueden
utilizarse por los microorganismos como fuente de energia. Otros autores como
Miranda et al., (2015) utilizaron suero de queso dulce para el crecimiento de L.
acidophilus y S. thermophilus.

Hernandez, 2018 propuso un bioproducto utilizando las cepas de S. thermophilus
SS77 y L. acidophilus SS80 y las mismas mostraron capacidad de crecimiento en
los medios a base de leche de soya, aunque se hizo mas abundante el
crecimiento cuando se enriquecié con extracto de levadura.

Gomez, 2011 establecié una metodologia para la incorporacion del residual liquido
del grano de soya para el crecimiento de micro algas con buenos resultados.
Coghetto, 2016 en su investigacion sobre el crecimiento y actividad fermentativa
de cepas de L. plantarum BLO11 aisladas de queso Serrano, utilizé un medio de
cultivo alternativo libre de proteina animal donde incluyo residuo liquido acido de la
obtencion de proteina de soya.

Los resultados mostraron la posibilidad de incluir ese sustrato como una
alternativa para producir probiéticos, sin ingredientes derivados de animales,
logrando obtener concentraciones altas de la biomasa en birreactores con costos
minimizados.

Beret, 2018, siguiendo el mismo principio de utilizar residuos agroindustriales
evalu6 medios de cultivo mas econémico para la produccién de biomasa de
Lactobacillus paracasei 90, incluyendo el residual liquido proveniente de la
obtencion de proteina de soya, concluyendo que este residual puede ofrecer un
comportamiento como medio de cultivo base para fermentos lacticos a un costo
competitivo y con gran potencial de aplicacién en queseria.

El residual de la linea de ablandamiento del grano de soya presenta en su
composicion entre 16 y 20 % de Nitrégeno Total (Santacruz, 2015), por lo que
constituye una alternativa para la incorporacion de fuentes nitrogenadas en los

biopreparados.
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En paralelo Raya-Medina, 2018 incluyd en su investigacion sobre el uso en
terneros de un bioproducto desarrollados en residuos de la industria lactea, el
residual liqguido obtenido de la linea de ablandamiento del grano de soya, en el
proceso de producciéon de yogurt de soya. El trabajo incluyé combinacién del 50 %
(v/v) del residual de la linea de ablandamiento del grano de soya con el suero
lacteo. Los resultados fueron comparables con los obtenidos con el yogurt de
leche de soya al utilizar como variable de interés la acidez; sugiriéndose la
valoracion de otras combinaciones de los residuales; aspecto logrado en el
trabajo.

Los valores de pH de las diferentes proporciones del medio de cultivo
(MSQB+RAGS) disminuyé a valores por debajo de 4.5 en 14 h, lo que se
corresponde con otros estudios donde las cepas de lactobacilos redujeron el pH a
valores < 5,5 en 24h(Jurado-Gamez H, 2014).La tolerancia a bajo pH son
propiedades esenciales requeridas por los LAB para sobrevivir en el tracto
digestivo y expresar sus propiedades benéficas. Con estas caracteristicas de
calidad las cepas incluidas en el bioproducto tendran mayores efectos ya que se
conoce que la mayoria de los enteropatdogenos inhiben su crecimiento en

valores cercanos a un pH de 5,5 (Mufioz-Atienza E, 2013)

é.l Andlisis del crecimiento de las cepas del bioproducto en el sustituto
lechero.

Los resultados del crecimiento de las cepas ensayadas sobre el sustituto lechero
mostraron abundante crecimiento, expresado en los diferenciales de acidez y pH
alcanzado a las 24 h de incubacion, los que difieren significativamente entre si
(Fig.3.3 y Fig.3.4), poniendo de manifiesto que no hay factores inhibitorios en el
alimento que limiten el desarrollo de los lactobacilos.

Un elemento importante en el uso de los probioticos, lo constituye la forma de
hacer llegar los mismos a los animales, como alternativas se ha ensayado
diferentes métodos con cepas de Lactobacillus sp. pero estos deben prever la no

inhibicion de la alta densidad microbiana vehiculizada (Astesana et al., 2018).
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Fig. 3.3 Comportamiento de los diferenciales de pH en el Sustituto lechero
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Fig. 3.4 Comportamiento de los diferenciales de acidez en el Sustituto lechero

3.2 Establecimiento de la metodologia para la obtencién del biopreparado
simbidtico.

En la tabla 3.4 se presenta la composicién final del biopreparado simbiético
empleada en el presente trabajo y en la figura 3.5 se muestra la metodologia para

la produccién del mismo.
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Tabla 3.4 Composicion del medio de cultivo

Proporciones | Suero de queso | Residual de la linea de
blanco ablandamiento del grano de soya
| 50 % (V/v) 500 mL 500 mL
Il 75 % (viv) 250 mL 750 mL
|90 % (viv) 100 mL 900 mL

Esterilizacion
15 min 121 oC

Inéculo PB
Suero Lacteo . gl reslieluie, Bioproducto
de Soya

Incubacion 14 h
370C

Figura 3. 5 Metodologia para la produccion del bioproducto probidtico

Como se puede apreciar el biopreparado probidtico contiene el residual de la linea
de ablandamiento del grano de soya enriquecido con suero lacteo como fuente de
carbono para el crecimiento de L. acidophilus SS80 y S. thermophilus SS77, es
decir, comprende una mezcla de compuestos prebidticos y microorganismos
probiéticos que establecen una relacion sinérgica, donde cada uno depende de la

accion del otro.
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Tabla 3.5 Determinacion del costo de produccion del bioproducto a escala de

laboratorio
UM | PRECIO PRECIO CANTIDAD | UM | PRECIO | PRECIO
CUP uUsD CUP uUsD

Componentes

Suero lacteo L

Residual L

Liquido de

Soya

In6culo 1L ]0,99 0,25 L 0,0248

Total 0,99 0,25 0,0248
Componentes de proceso

Energia 0,83

Salario 9,53

Depreciacion 0,33

Seguridad 1,02

Social

Total 11,405

13,500xcosto. = 1700,00 CUP

3.3 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 3.6 mostrandose que existieron
diferencias significativas del grupo que consumié 20 mililitros con el grupo control,
no obstante se ven favorecidos ambos grupos tratados; cuando se hace un
analisis de la frecuencia de animales que esta por encima de la media de la GMD
en los grupos tratados, refleja valores superiores al 66 % (Fig. 3.6).

La diferencia en el incremento de peso de los grupos tratados duplica en valor
absoluto a los del control y en la GMD es superior en 0.175 g en el grupo que se le
administré 20 mL del bioproducto y en 0.117 g en el grupo de 30 mL (Fig3.7).
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El estado de salud de los animales de forma general fue favorable (Tabla3.7),
aunque en los grupos tratados, a diferencia del control, no aparecio ni enfermedad
ni muertes.

Tabla 3.6 Efecto del bioproducto probiético sobre el incremento en peso en

los terneros.

Grupos n PI PF! IP GMD | Dif. IP
Control . 42,286 + 45,155 + | 2,870 = 0,064 +
2,625¢2 1,8882 2,503 P 0,056 °

Bioproducto 20 8 35.333 46.094 £ 10,76 = 0,239 + +7.89
mL 1,509° 0,9214 1,8992 0,0424

Bioproducto 30 9 41,125 + | 49,259 + 8,133 + 0,181 + +5.26
mL 1,0432 2,2894 2,036° 0,147°

p 0,248 0,05 0,05

LEYENDA: Las letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05.
1- Valores corregidos teniendo en cuenta el efecto del peso inicial como
covariable, el IP y la GMD se calcularon a partir del valor corregido.

B G1 Control ® G2 Bioproducto 20 mL ® G3 Bioproducto 30 mL

Fig. 3.6 Por ciento de animales por encima de las media totales en la GMD por

grupos.
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Fig. 3.7. Diferencias de GMD del grupo Control con relacion a los tratados (Kg)

0,18
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P

G1 Control

G2 Bioproducto G3 Bioproducto

20 mL

0,117°

30 mL

Tabla 3.7 Estado de salud en los animales en estudio.

Incidencia de
Muertes
Grupos n enfermedad
Cabezas | % Cabezas %
Control 7 1 14,32 12 14,3
Bioproducto 20 mL | 8 0 oP oP 0
Bioproducto 30 mL | 9 0 QP oP 0

LEYENDA: Las letras desiguales en la misma columna difieren para p< 0.05.
Fernandez et al., 2018, sostienen que los probiéticos 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.

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 administracién; asi como

también la diferente composicion de las dietas utilizadas en los bioensayos.
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El comportamiento de los animales en el ensayo no coincide totalmente con el
reportado por Melissa C. Cantor, (2018) que investigd el efecto de un aditivo
zootécnico de origen natural en la dieta de terneras Holstein en pre y post destete
y encontré 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 hematico y proteinas totales.

Delgado, Barreto & Rodriguez (2019) evalué el efecto de la levadura
Saccharomyces cerevisiae adicionada como probidtico a la dieta basal de
terneros sobre la condicion corporal (CC), alzada, ganancia media diaria
(GMD), parametros hematoldgicos y metabdlicos. Los resultados de GMD vy
alzada no mostraron diferencias estadisticas y al analizar los parametros
hematoldgicos se encontro diferencia estadistica solo en glucosa.

Calero (2002) reporté el efecto probiotico 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, Cuba. Los resultados mostraron una
mejora en la GMD (g), en los tres grupos de animales tratados (157.00, 223.00,
287.71) con respecto a los controles (153.71).

En su ensayo sobre el uso de aditivo en la misma zona en otra categoria de
terneros (+ 45 d), Hernandez-Torres, (2017) encontr6 GMD de los animales
tratados con bioproducto a base de leche de soya de 540g y Raya-Medina, 2018
report6 GMD de 230g en esa misma categoria, no reportando diferencias
significativas con el control en ninguno de los casos.

Estas GMD estan en el rango de las encontradas en este trabajo, evidenciando
gue los animales estdn sometidos a dietas que no satisfacen las necesidades

nutricionales de la especie.
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Los resultados de GMD estan por debajo de las reportadas por Lagger (2010),
quien plantea que al suministrar leche entre el 8 al 10% del peso vivo (PV), se
obtiene ganancias de peso de 450 g/dia. Los pesos obtenidos por Cuenca-
Gonzalez, (2018) al evaluar el efecto del suministro de diferentes niveles de leche
y probidticos en terneros de cruce Holstein-Montbeliarde superan al promedio
de GMD encontrado en el presente trabajo, ya que reportan un promedio de 687
g/dia en la etapa de lactancia (Cuenca Gonzalez, 2018).

Sotoa et al., (2015) plantean que al evaluar un inéculo probiético compuesto por
Lactobacillus casei DSPV318T, Lactobacillus salivarius DSPV315T y Pediococcus
acidilactici DSPVO0O06T sobre el peso, la microbiota intestinal, la morbilidad y la
mortalidad de terneros jovenes desafiados con Salmonella dublin DSPV 595T;
encontraron menos severidad de la diarrea en el grupo probidotico.

No se encontraron diferencias en el resto de los signos clinicos, el peso vivo y la
mortalidad entre los dos grupos analizados, resultados que se corresponden con
los del presente estudio.

Delgado & Rodriguez (2019), emplearon como aditivo probiotico, Saccharomyces
cerevisiae para incrementar la ganancia de peso de terneros; el grupo
experimental en las dos mediciones realizadas durante el periodo de escasez de
pastos naturales logré6 una ganancia media diaria de 533 y 586 g/animal/dia,
respectivamente, cifras que ascendieron a 713 y 701g/animal/dia en las
determinaciones correspondientes al periodo de lluvias.

En otro estudio el incremento en la GMD del grupo probiético fue superior que el
grupo control (0.84 £ 0.10 kg/d vs. 0.74 + 0.10 kg/d, respectivamente), solo en la
primera etapa de vida de los terneros (Cantor et al., 2019).

En ganado menor, un ensayo para comprobar el efecto de la suplementacion de
un probidtico (Saccharomyces cerevisiae) sobre enteropatdgenos ambientales en
cabritos con crianza artificial se logra GMD (Kg) de 0.145+0.03 0.155%0.01, para
los grupos control y probidtico respectivamente, sin lograr diferencias significativas

entre ellos, resultados comparables a los del estudio.
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La administracion de probidtico en sistemas de produccion intensiva requiere de
altas dosis de microorganismos vivos para que puedan colonizar y alcanzar el
lugar del ecosistema a lo largo de todo el tracto intestinal y finalmente exhibir el
efecto probidtico (Bayatkouhsar et al., 2013), en este ensayo es un factor que no
influyé de forma significativa entre las dosis de 20 y 30 mL (1x102 ufc/mL), a pesar
de verse favorecido el de 20 mL.

Los diferentes resultados en el uso de probiéticos pueden atribuirse a las
diferencias en las condiciones de crianza y caracteristicas del ternero; (Kelsey
et al.,, 2017), al evaluar el efecto de la adicion de probidticos sobre el
comportamiento de terneros ante situaciones estresantes, no mostré resultados
positivos.

Otro de los desafios para el uso de los probioticos, lo constituye la forma de hacer
llegar los mismos a los animales, como alternativas se ha ensayado
macrocapsulas con cepas de Lactobacillus spp. en alta densidad como
suplemento nutricional de terneros jévenes con resultados favorables (Astesana
et al., 2018); en la presente investigacion se aspira a producciones locales que
minimicen procesos tecnoldgicos y le sean de facil acceso al productor y el uso del
sustituto lechero no inhibio el crecimiento bacteriano.

Muchas de las plantas producen metabolitos como proteccién biolégica, los
cuales se conocen como aditivos fitoquimicos o fitobioticos; estos compuestos
constituyen una alternativa para los antibioticos y promotores de crecimiento
por sus acciones de digestibilidad, antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante e
inmunoestimulante (Valenzuela-Grijalva et al., 2017), no descartandose la posible
influencia de alguno de estos elementos vehiculizados en el residual del
ablandamiento del grano de soya utilizado como sustrato del bioproducto.

En la cria intensiva de animales como la utilizada en el presente ensayo de campo
se involucra el uso de la dieta, las instalaciones o practicas de manejo o
zootécnicas que imponen factores estresantes de caracter fisiologicos y
psicolégicos en los animales, afectando negativamente el balance intestinal y

creando una disfuncion de la barrera intestinal.
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En este contexto, la microbiota intestinal puede proveer al animal de muchas
funciones beneficiosas, incluyendo produccion de &acidos grasos volatiles,
reciclando de sales de la bilis, produccion de vitaminas, la fermentacién de fibra, y
el desarrollo del sistema inmunoldgico (Heo et al., 2013; Kim e Isaacson, 2015).
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CONCLUSIONES

Se obtiene un bioproducto probiético conformado por diferentes
proporciones de suero lacteo y residual de la linea de ablandamiento del
grano de soya y la presencia de lactosa incrementa la poblacion de
Lactobacillus, expresado en la disminucion del pH y la elevacion de la
acidez; siendo las proporciones mas efectivas las de 50 y 75 % (v/v).

La inclusion del biopreparado simbiotico en el alimento de terneros
lactantes mostré efecto positivo en el incremento de peso y la ganancia
media diaria en el grupo que recibié 20 mL.

La secuencia y los resultados de este trabajo dan lugar a una metodologia
experimental a escala de laboratorio, para la obtencién de un bioproducto
probidtico conformado por suero lacteo y residual de la linea de
ablandamiento del grano de soya en diferentes proporciones para su

aplicacion en terneros lactantes a bajo costo.
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RECOMENDACIONES
e Realizar un estudio de optimizacion del bioproducto probiodtico de suero
lacteo y residual de la linea de ablandamiento del grano de soya a partir
de las proporciones de mayor eficiencia utilizando el método de superficie
respuesta.
e Aplicar el bioproducto probiético en la alimentacién de mayor numero de
animales de la misma categoria y en otras para comprobar su efecto en

los indicadores productivos y de salud.
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ANEXOS

Anexo 1. Composicion del pienso completo de lactancia/ lacto remplazante
(Raltec®).

Suero de leche en polvo, manteca de cerdo, suero de leche parcialmente
delactosado en polvo, concentrado de proteina de soja (producido a partir de
habas de soja modificada genéticamente), lactoalbumina en polvo, gluten de trigo,
almidén de trigo pre gelatinizado. (Contiene organismos genéticamente
modificados). En las tablas A y B se presenta el analisis de los componentes del
pienso completo de lactancia y los aditivos presentes.

Tabla A Analisis de los componentes del pienso completo de lactancia/lacto

remplazante (Raltec®).

Componentes %
Proteina bruta 21,30
Fibra bruta 0,7
Aceites y grasas brutos 17
Ceniza bruta 7
Calcio 0,65
Sodio 0,40
Fésforo 0,55
Humedad 5

B. Aditivos presentes en el pienso completo de lactancia/lacto remplazante

(Raltec®).

Oligoelementos

E4 Cobre (Sultato cuprico pentahidratado) 10 mg.kg?!
E2 Yodo (Yoduro de potasio) 0,25 mg.kg?
E1 Hierro (Sulfato ferroso monohidratado) 80 mg.kg?!
E5 Manganeso (Oxido manganoso) 40,00 mg.kg?
E6 Zinc (Oxido de zinc) 50,00 mg.kg?
E8 Selenio (Selenito de sodio) 0,15 mg.kg?!

Vitaminas, provitaminas y sustancias quimicamente definidas, de efecto

analogo

E672 Vitamina A 30 000,00 U.Lkg*
E671 Vitamina D3 11 000,00 U.Lkg*
Vitamina E 50,00 mg.kg?!
Antioxidante

E321 Butilhidroxitolueno (B.H.T) | 50,00 | mg.kg?
Digestivos

1700 Bacillus licheniformis (DSM 5749), 1,28x10° UFC.kg?

Bacillus subtilis (DSM 5750)




Anexo 2. Composicion del pienso complementario de lactancia (Raltec®).

Maiz (contiene organismos genéticamente modificados), cebada, harina de
extraccién de soja tostada y decorticada (producido a partir de habas de soja
modificada genéticamente), trigo, aceite vegetal de coco, aceite vegetal de palma,
suero de leche, Fosfato bicalcico, Carbonato de calcio, Cloruro de sodio, harinillas
de trigo. En las tablas C y D se describe el analisis de los componentes del pienso
complementario y los aditivos presentes en el pienso.

Tabla C. Componentes analiticos del pienso complementario de lactancia
(Raltec®).

Componentes %
Proteina bruta 16
Fibra bruta 4.5
Aceites 'y grasas | 4,30
brutos

Ceniza bruta 7,96
Calcio 0,9
Sodio 0,31
Fosforo 0,67
Humedad 10,8

Tabla D. Aditivos presentes en el pienso complementario de lactancia (Raltec®).

Vitaminas, provitaminas y sustancias quimicamente definidas de efecto
analogo

Vitamina A (Retinol) E-672 10 200,0 U.Lkg*
Vitamina D3 (Colecalciferol) E-671 1 140,0 U.lL.kg?
Vitamina E (acetato de todo-rac-a- | 45,0 mg.kg?
Tocoferilo)3a700

Antioxidante

E321 Butilhidroxitolueno (BHT) 100,0 mg.kg?!
Conservantes

E330 Acido citrico 60,0 mg.kg?!
Antiaglomerantes

E551b Silice Coloidal 1 000,0 mg.kg?!
1m558i Bentonita 500,0 mg.kg?!
E562 Sepiolita 10 000,0 mg.kg-1
Oligoelementos

Hierro (Sulfato ferroso monohidratado) E1 60,00 mg.kg?
Yodo (Yoduro de potasio) E2 3,00 mg.kg?
Cobre (Sultato cuprico pentahidratado) E-4 15,00 mg.kg?
Manganeso (Oxido manganoso) E5 34,40 mg.kg?
Zinc (Oxido de zinc) E6 58,60 mg.kg?
Selenio (Selenito de sodio) E8 0,40 mg.kg?
Digestivos

E1704 Saccharomyces cerevisiae CBS | 493,94 2x10° | UFC.kg*




Anexo 3

Pruebas de acidez realizada al bioproducto



