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RESUMEN

El aditivo zootécnico VITAFERT se utiliza para mejorar el rendimiento productivo y
la salud de especies de interés pecuario. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la composicion quimica-microbiolégica del VITAFERT y su actividad
antimicrobiana in vitro frente a bacterias patégenas. Se elaboraron cinco lotes del
biopreparado para la determinacion de materia seca, cenizas, calcio, fosforo,
proteina bruta y pH. Como indicadores microbiol6gicos se cuantificaron las
poblaciones de bacterias acido lacticas y levaduras, asi como la presencia de
microorganismos contaminantes. Se evaluo la actividad antimicrobiana in vitro del
aditivo frente a Staphylococcus, Streptococcus, Shigella, Escherichia,
Pseudomonas, Proteus, Corynebacterium a través de un disefio completamente
aleatorizado con arreglo factorial 2X9 y el empleo del método de difusiébn de
sustancias en el agar. Como resultado se obtuvo que el biopreparado presenta
una composicion quimica favorable. (Materia seca: 9,72; Proteina bruta:7,12;
cenizas: 10,52; calcio: 1,32 y foésforo: 0,65 %) para el desarrollo de
microorganismos benéficos y un pH=4. Se comprob6 que el aditivo inhibi6 el
crecimiento de todas las bacterias patégenas con mayor (P<0,001) efecto frente a
Staphylococcus. Estos resultados sugieren que este consorcio microbiano puede
utilizarse como preventivo de numerosas enfermedades que afectan a los

animales de granja.

Palabras claves: aditivo zootécnico, animales, efecto antimicrobiano, probiético.



ABSTRACT

The VITAFERT zootechnical additive is used to improve the productive
performance and health of species of livestock interest. The objective of this work
was to evaluate the chemical-microbiological composition of VITAFERT and its in
vitro antimicrobial activity against pathogenic bacteria. Five batches of the
biopreparation were prepared for the determination of dry matter, ash, calcium,
phosphorus, crude protein and pH. As microbiological indicators, the populations of
lactic acid bacteria and yeasts were quantified, as well as the presence of
contaminating microorganisms. The in vitro antimicrobial activity of the additive
against Staphylococcus, Streptococcus, Shigella, Escherichia, Pseudomonas,
Proteus, Corynebacterium was evaluated through a completely randomized design
with a 2X9 factorial arrangement and the use of the agar diffusion method. As a
result, it was obtained that the biopreparation has a favorable chemical
composition (Dry matter: 9.72; Crude protein: 7.12; Ashes: 10.52; Calcium: 1.32
and Phosphorus: 0.65%) for the development of beneficial microorganisms and a
pH=4. It was found that the additive inhibited the growth of all pathogenic bacteria
with a greater (P<0.001) effect against Staphylococcus. These results suggest that
this microbial consortium can be used as a preventative of numerous diseases that

affect farm animals.

Keywords: zootechnical additive, animals, antimicrobial effect, probiotic.
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INTRODUCCION

En la produccion animal es de suma importancia determinar la composicion
bromatolégica de los alimentos, tales como los niveles de proteina, fibra, energia y
minerales; de esta forma, se logra establecer el balance alimentario en las dietas
de los animales. Al mismo tiempo, es necesario comprobar la calidad
microbiolégica del propio alimento, cualidad que puede afectar el comportamiento
animal en cuanto al consumo, la digestibilidad y la absorcion de nutrientes
(Caicedo, 2015). El estudio de las caracteristicas microbioldgicas y quimicas de un
aditivo es también una premisa para introducir el nuevo producto en la

alimentacion animal (Caicedo y Valle, 2017).

Aungue en muchos paises se restringio el uso de antibiéticos como promotores
del crecimiento animal (APC) en diferentes regiones se utilizan como preventivo
de las enfermedades infectocontagiosas. Estos antimicrobianos, no solo eliminan
a las bacterias patdgenas del tracto gastrointestinal (TGI), sino que también
reducen a la poblacion de microorganismos beneficiosos que contribuyen a la
estimulaciéon del sistema inmune, a la digestibilidad de los nutrientes, la
eliminacién de sustancias enterotdxicas y a la exclusibn de microorganismos

nocivos (Hernandez-Barrera, 2017).

Dentro de las alternativas al empleo de estos antimicrobianos se usan en la
actualidad las bacterias acido lacticas (BAL) probidticas, las cuales constituyen
una opcién favorable para la prevencion de enfermedades infecciosas en
humanos y en animales (Abramov et al., 2014; Beruvides et al.,, 2021). La
actividad antimicrobiana de las BAL se asocia fundamentalmente a la produccion
de acidos organicos, bacteriocinas y peroxido de hidrogeno. También estas
bacterias probidticas poseen otras caracteristicas deseables como son: capacidad
de adherencia a tejidos, ser seguras y no patogénicas, entre otras (Sanchez y
Pena, 2016).

En el Instituto de Ciencia Animal se obtuvo por Elias y Herrera (2008) un aditivo
zootécnico denominado VITAFERT. Diferentes investigadores evaluaron su efecto
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en el comportamiento fisiolégico, productivo y la salud en cerdos, conejos y aves
(Brea, 2015; Beruvides, 2018 y Silvestre, 2021). En estos estudios se comprobo la
reduccion de la morbilidad y la mortalidad de los animales que consumieron este
aditivo; sin embargo, no se ha estudiado el efecto antimicrobiano de este
consorcio microbiano y sus productos frente a bacterias potencialmente

patogenas.

Problema cientifico
Los animales de interés zootécnico estan expuestos a bacterias que causan

enfermedades, las cuales son tratadas de forma preventiva con antibidticos que
provocan resistencia en los microorganismos patdgenos.

Hipotesis

La evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana del aditivo zootécnico
VITAFERT frente a bacterias patdogenas permitira su empleo como preventivo de

enfermedades en animales de interés zootécnico.

Objetivo General
Evaluar la composicién quimica-microbiolégica del VITAFERT y su actividad

antimicrobiana in vitro frente a bacterias patdgenas.
Objetivos especificos
1. Elaborar el aditivo zootécnico VITAFERT en condiciones de laboratorio.

2. Realizar analisis quimico y microbioldgico del aditivo zootécnico VITAFERT

elaborado en condiciones de laboratorio.

3. Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del aditivo zootécnico VITAFERT

frente a bacterias patdgenas.

4. Valorar desde el punto de vista tedrico la importancia econémica del empleo
del VITAFERT como preventivo de enfermedades en animales de interés

Zootécnico.






CAPITULO I: REVISION BIBLIOGRAFICA
I.1. Aditivos. Concepto

El Reglamento 1831/03 del European Union Register of Feed Additives (EURFA
2018) regula la utilizacion de aditivos en la alimentacién animal, y los define como
sustancias incorporadas a los concentrados para los animales, que pueden influir
en las caracteristicas de dichos alimentos o en la produccion animal. La
Recomendacion 11/25 establece directrices para la distincion entre materias
primas, aditivos, biocidas, medicamentos veterinarios y materias primas; en
cualquier caso, el Reglamento 892/10 sefiala una serie de productos (minerales,
acidos grasos, condimentos, productos de fermentacion, etc.) que no cabe

considerarlos como aditivos para piensos.
[.1.1. Clasificaciéon de los aditivos (EURFA, 2018)
Los aditivos organolépticos: colorantes y aromatizantes

Los aditivos nutricionales: Las vitaminas, provitaminas y sustancias de efecto
anélogo, los oligoelementos, los aminoacidos, los anélogos de los aminoacidos y

sus sales, la urea y sus derivados.
Los aditivos zootécnicos
[.1.2. Aditivos zootécnicos. Clasificacion (EURFA 2018)

Los aditivos zootécnicos son los que mejoran la productividad de los animales
sanos (ademas de los que reducen el impacto medioambiental de la ganaderia); el
Reglamento 1831/03 incluye en esta categoria a diferentes grupos funcionales:

Los digestivos. Son preparaciones enzimaticas que mejoran la digestibilidad de
algunos alimentos de los animales (o levaduras que mejoran la degradabilidad
ruminal de los forrajes); estos aditivos no tienen periodo de retirada, pero algunos

tienen limite maximo de inclusion.

Los estabilizadores de la biota intestinal. Son microorganismos viables (o

probidticos) que colonizan el intestino y reducen el desarrollo de enterobacterias;



cada probidtico de una casa comercial se autoriza mediante Reglamento europeo

para la alimentacion de especies concretas.

Otros aditivos zootécnicos. Otros aditivos autorizados en la alimentacion de los
animales son los mejoradores de pardmetros de eficacia y los aditivos

medicamentosos o antimicrobianos (coccidiostaticos e histomondstatos).
1.1.2.1 Aditivos zootécnicos utilizados en la alimentacion animal
Prebidticos

Los prebidticos son en su gran mayoria polisacaridos, dentro de los que se
incluyen, fructo-oligosacaridos (FOS), galacto-oligosacéaridos (GOS), inulina,
lactulosa, gluco-oligosacéridos, lactitol, malto-oligosacaridos, xilo-oligosacaridos,
estaquiosa y rafinosa (Revolledo 2013 y Pérez et al.,, 2016). Por su estructura
quimica, estos compuestos resisten la accidén de las enzimas excretadas a nivel
del tracto por el animal y llegan intactos hasta la parte distal del intestino delgado,
el intestino grueso y ciego, donde pueden constituir un sustrato selectivo para la

microbiota alli presente (Le et al., 2015).
Probioticos

Segun la FAO (2016) un probidtico es un “microorganismo vivo que, al aplicarse
en la cantidad adecuada, le genera un efecto benéfico al huésped”. EI nombre
probiéticos proviene del griego (pro) a favor, (biético) vida, es decir, “a favor de la
vida”. Su denominacion fue dada por Lilly y Stillwell en 1965 y basicamente son
sustancias secretadas por microorganismos que estimulan el crecimiento de
otros microorganismos. Posteriormente ha ido modificAndose la definicién
y en la actualidad es definido como: “Mono o mezcla de cultivos de
microorganismos vivos, que aplicado en humanos o animales mejora la absorcion
intestinal, la calidad de vida, y mejoran la salud”. Su funcion es la de mantener y
restablecer e, incluso, aumentar la flora y actividad de la flora bacteriana mediante
la introducciéon de microorganismos vivos que reequilibren la flora intestinal
(Bacardi-Sarmiento, 2021).



Simbioticos

El término simbidtico se usa cuando un producto contiene probioticos y prebioticos
(Adil y Magray, 2012). Estos biopreparados, al suministrarse directamente a los
animales, mejoran su metabolismo, salud y produccién. Segun criterios de

Mousavi et al. (2015), los simbidticos constituyen la mejor estrategia para la

integracion de probidticos en el ecosistema.
Enzimas

Segun EURFA (2018) las enzimas se consideran aditivos zootécnicos activadores
de la digestibilidad o bien mejoradores medio ambientales. Estas enzimas tienen
la capacidad de hidrolizar los polisacaridos no almidén presentes en los cereales,
tales como R3-glucanasas, xilanasas, arabinoxilanasas, celulasas, etc. En el caso
de las fitasas, enzimas con capacidad para hidrolizar el fésforo fitico presente en

los cereales, se pueden ubicar en ambos grupos.

Antibiéticos

En producciéon animal, los antibidticos se utilizaron como promotores del
crecimiento, preventivos y terapéuticos. Sin embargo, el consumo de estas
sustancias por los animales puede ocasionar su apariciéon en el alimento, lo que
puede provocar en el consumidor alergias, efectos téxicos o bien asociarse a
resistencias bacterianas (Chavez, 2015). Por estas razones desde el afio 2006 la

Unién Europea prohibié la utilizacion de estos productos como aditivos
zootécnicos en la alimentacién animal (European Parliament and Council, 2003).

|.2. Aditivo zootécnico VITAFERT

En Cuba, investigadores del Instituto de Ciencia Animal (ICA) desarrollaron un
producto biolégicamente activo compuesto por BAL, levaduras, acidos organicos
de cadena corta y pH bajo, capaz de controlar el desarrollo de E. coli; ademas de
reducir apreciablemente, la incidencia de diarreas en los animales, aumentar la
ganancia de peso vivo e incrementar la retencién de energia y nitrégeno. A este
aditivo se le denominé VITAFERT (Elias y Herrera, 2008).



El aditivo VITAFERT se obtuvo en el laboratorio de produccién de alimentos del
Departamento de Fisiologia y Bioguimica de la propia institucion cientifica. Es el
resultado de un proceso biotecnoldgico sencillo, que tiene lugar en fermentadores
a escala de laboratorio de 50 y 250 L de capacidad, con recirculacion o agitacién
central, respectivamente. Las especificidades del proceso estan protegidas por la
oficina central de la propiedad intelectual (O.C.P.l), con numero de registro
81/2011.

1.2.1 Composicion del VITAFERT

En la tabla 1 se muestran los componentes del aditivo zootécnico VITAFERT para
elaborar 100 L.

Tabla 1. Composicion del VITAFERT (Beruvides et al., 2021).

Componentes U/M Cantidad

Harina de maiz kg 4,0

Harina de soya kg 4,0

Urea kg 0,5

Sulfato de magnesio kg 0,25

Sal mineral kg 0,5

Yogur L 1,0

AzUcar crudo kg 15,0

Agua L Hasta completar 100 L

1.2.2. Resultados de la aplicacién del aditivo zootécnico VITAFERT en la

reduccion de enfermedades en animales de interés zootécnico

Desde hace varios afios se trabaja en la obtencion y evaluacion del aditivo
zootécnico VITAFERT en sus diferentes variantes y formulaciones. Este preparado
microbiano se aplicé como aditivo en la alimentacion de diferentes especies de
interés economico, observandose la mejora de los indicadores de salud, lo que
lleva a pensar que este consorcio microbiano inhibe a diferentes bacterias

causantes de enfermedades.




Gonzalez (2009) refirido que la utilizacion de VITAFERT en reproductoras porcinas
mostré menor pérdida de peso (P<0,001) y las crias presentaron menor incidencia
de diarreas, tanto infecciosas como digestivas, a medida que se incrementaban
los niveles de VITAFERT en el concentrado (0; 5; 10 y 15 mL-kg? de PV). Otros
trabajos en la propia especie porcina, en la categoria de cria, preceba y ceba,
muestran similares resultados (Gonzalez, 2009; Rojan, 2009 y Beruvides, 2009;
2013).

Calderdn (2005) utilizé el preparado microbiano VITAFERT al 10% para mejorar
las condiciones sanitarias de las camas avicolas, donde logré una mejora en los
indicadores productivos de las aves que se criaron sobre ellas. Estas camas
mejoraron su composicion bromatolégica, digestibilidad de la MO y MS al utilizarse
en la alimentaciéon de ovinos Pelibuey en pastoreo, a razén de 12, 20 y 24 g.kg*
de PV mas 6 g-kg! de PV de miel final (para garantizar los requerimientos
energéticos), obtuvo que con 20 g-kg?! de PV, se mejoran los indicadores

productivos de los ovinos en crecimiento y ceba.

Vitalufia (2014) incluyé este aditivo en cerdos en crecimiento-ceba con niveles de
inclusién de 5, 10, 15 mL.kg' de PV y obtuvo mejoras en el comportamiento

productivo y de salud.

En la mayoria de los trabajos de investigacion donde se aplicO este aditivo, se
obtuvo una mejora en los indicadores evaluados en los animales que lo
consumieron. Esto da una medida de como los microorganismos presentes en el
VITAFERT y sus metabolitos son capaces de favorecer la absorcion de nutrientes

y el estado inmunolégico de los cerdos.

Se conoce gque la actividad antimicrobiana del VITAFERT se potencia a través de
la inclusion del yogurt en su composicion. Este introduce Bacterias acido Lacticas
(BAL) como Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, las cuales presentan actividad antimicrobiana (Medine Plus, 2019).

En la figura 1 se presentan imagenes de estas bacterias.



Figura 1. A. Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus y B. Streptococcus
thermophilus (Fuente: Anon, 2022; Kunkel, 2021).

|.3. Actividad antimicrobiana de bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (LAB) son microorganismos grampositivos y catalasa
negativos utilizados para producir alimentos fermentados. Aparecen
morfolégicamente como cocos o bastones y no forman esporas. Las BAL
utilizadas en la fermentacion de alimentos son de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium y son utiles para controlar a los microbios patégenos, debido a la

produccion de bacteriocinas y acidos organicos (Mokoena et al., 2021)

Las bacteriocinas tienen distintos mecanismos de accion y se pueden dividir en
aguellas que promueven un efecto bactericida, con o sin lisis celular, o

bacteriostaticas, que inhiben el crecimiento celular (Silva et al., 2018).

Las bacterias acido lacticas son capaces de competir con otros microorganismos
presentes en la leche mediante produccién de sustancias con accion inhibitoria. Al
igual que en otros grupos bacterianos la sintesis de metabolitos antimicrobianos
por LAB y NSLAB es una propiedad cepa-dependiente. Las cepas de una misma
especie 0 subespecie pueden diferir en el tipo de compuestos sintetizados o
incluso cuando generan un mismo compuesto los niveles de produccion pueden

diferir significativamente. Como consecuencia de lo anterior la caracterizacion
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tecnolégica de las cepas debe incluir una etapa de estudio de la actividad
antimicrobiana para determinar su competitividad frente a microorganismos
alterantes y patdgenos, asi como su compatibilidad con cepas presentes en los
cultivos iniciadores y adjuntos empleados por la industria alimentaria (Nieto, 2010;
Lorenzo y Raffo, 2015).

En forma general los compuestos inhibitorios son clasificados en dos clases:
sustancias de bajo peso molecular cuando tienen menos de 1000 Da o sustancias
de alto peso molecular si presentan mas de 1000 Da. Las sustancias con bajo
peso molecular son: acidos organicos, los compuestos aromaticos acetaldehido,
diacetilo y acetoina producidos en la fermentacion heterolactica de las NSLAB, D-
aminoacidos, peroxido de hidrogeno, reuterina y reuterociclina. Las sustancias de
alto peso molecular son compuestos de naturaleza peptidica denominados

bacteriocinas (Suskovié et al., 2010).
Acidos orgéanicos

La produccion de acidos organicos durante la fermentacion &cido lactica y el
descenso del pH resultante es un fendbmeno clave para la inhibicion de
microorganismos patdgenos y de deterioro en quesos y leches fermentadas. El
poder inhibitorio de estas sustancias depende del tipo de acido, el pH de la matriz
alimentaria y la concentracién a la cual se encuentra. A su vez, este ultimo factor
varia dependiendo de la/s especiel/s o cepal/s de BAL que compone/n el fermento
y las condiciones de crecimiento. Los acidos lactico y acético constituyen los
principales acidos organicos generados por las BAL, sus propiedades
antimicrobianas son las que estan mejor caracterizadas y al contar con status
GRAS estos acidos son empleados en los alimentos, siendo los principales

acidulantes de uso industrial (Amenu, 2013).

Los acidos organicos presentan actividad antimicrobiana porque producen
acidificacion del medio, en esas condiciones las moléculas de acido se encuentran
no disociadas lo que favorece su liposolubilidad, siendo capaces de atravesar la

membrana celular de los microorganismos. El pH en el interior de la célula es mas
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alto que el pKa (constante de disociacion) del acido, por lo cual las moléculas se
disocian y los protones liberados se acumulan aumentando el pH intracelular. Esto
provoca la desnaturalizacion de enzimas y otros componentes estructurales y
funcionales, en consecuencia las reacciones metabdlicas se detienen. Por otra
parte, dependiendo del anidn presente en el acido, ocurren procesos metabdlicos
toxicos adicionales. Ademas los &cidos organicos actian aumentando la
permeabilidad de la membrana celular al neutralizar su potencial electroquimico de
membrana celular, resultando en la interrupcion de los sistemas de transporte de
sustratos (Djadouni y Kihal, 2012; Erginkaya et al., 2014). En la figura 2 se

muestran los mecanismos descritos anteriormente.
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Figura 2. Mecanismo de actividad antimicrobiana de los acidos organicos frente a

las bacterias patdégenas (Rodriguez, 2022).

Es posible aumentar la efectividad de los acidos al emplear ciertas combinaciones
de ellos, por ejemplo: acido lactico y acético, propidnico con férmico o lactico junto
a acido férmico, ya que actian sinérgicamente. El efecto sinérgico se debe a que
a cualquier valor de pH los acidos organicos cuyos pKa son mas bajos van a
encontrarse mayoritariamente en forma no disociada, debido a esto carecen de
capacidad de ingresar en las células y desencadenar el mecanismo de accion,

pero disminuyen el pH del medio favoreciendo que la desprotonacion de los acidos
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con pKa mas altos de modo que potencia su accion efectora. Asimismo, los acidos
organicos se pueden emplear en combinacion con otros compuestos
antimicrobianos, por ejemplo, las bacteriocinas y lograr un efecto inhibitorio mayor
(De Jesus, 2016).

Algunos de los microorganismos que el acido lactico es capaz de inhibir son:
Yersinia enterocolitica, Mycobacterium tuberculosis, bacterias formadoras de
esporas del género Bacillus y Clostridium, Aeromonas hydrophila, Bacillus
coagulans, Aspergillus sp., Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas spp., Helicobacter pylori y E. coli. En cuanto al rango de accion del
acido acético comprende a variedad de microorganismos entre ellos: S.
typhimurium, E. coli, L. monocytogenes, Salmonella bareilly y miembros de la
familia Enterobacteriaceae. Este &cido tiene mayor accion letal que el l4ctico,
férmico, citrico y sulfirico sobre ciertos microorganismos: H. pylori, Y.
enterocolitica, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis, B. subtilis, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis, E. coli O157:H7 y Aspergillus parasiticus (Erginkaya
et al., 2014).

A pesar que el acido acético es mas efectivo que el lactico, su uso en los
alimentos se encuentra limitado por el intenso olor y sabor que otorga, a diferencia
del &cido lactico que confiere un sabor mas suave. Debido a esto, la industria
alimentaria suele emplear mezclas de acido lactico y acético para compensar la
accion antimicrobiana de las altas concentraciones requeridas de acido acético por
el efecto sinérgico obtenido al combinar ambos &cidos (Erginkaya et al., 2014).
Ademas de los 4cidos ya mencionados, algunas especies de BAL producen otros
acidos como el benzoico, sérbico, propionico, 3-fenil- lactico, 4-hidroxi-fenil-lactico
y el acido indol lactico (Blagojev et al., 2012; Naz et al., 2013).

Los estereoisémeros L y D del acido 3-fenil-lactico (PLA) al igual que el acido 4-
hidroxi- fenil-lactico (OH-PLA) tienen actividad antifingica y antibacteriana. Dichos
acidos son respectivamente producidos a partir de fenilalanina y tirosina por

algunas cepas de Lactobacillus spp.. De los dos isémeros la forma D-PLA tiene
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mayor accion antimicrobiana que la L-PLA. Algunos de los microorganismos que
son susceptibles a estos compuestos son: L. monocytogenes, S. aureus, E. coli
0157:H7, B. cereus, E. faecalis, Klebsiella oxytoca, Providencia stuartii,
Salmonella enterica, Aspergillus spp. y Penicillium spp.. Estos metabolitos ademés
de presentar accion antimicrobiana, estan involucrados en el desarrollo del “flavor”

de los quesos (Manu, 2012).

El acido benzoico que es uno de los preservantes mas empleado en la industria
alimentaria, es principalmente utilizado por su accion antifingica aunque también
puede inhibir bacterias Gram-negativas. Algunos de los microorganismos inhibidos
son: E. coli, L. monocytogenes, Penicillium sp. y Aspergillus sp.. Es producido por
varias especies de LAB y NSLAB: Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,
Lactobacillus rhamnosus y Lactobacillus paracasei, que pueden sintetizarlo a partir
de acidos de la leche como el acido hipurico, mediante B-oxidacion de acidos
grasos o a traves de la degradacion de fenilalanina (Yu et al., 2016). En los
quesos los acidos lactico, acético y propidnico son los mas abundantes, pero
debido a sus respectivos valores de pKa: 3.08, 4.75 y 4.87 difieren en su
capacidad de inhibicion. En el rango de pH alcanzado por estos productos y
considerando igual concentracion de los tres compuestos, el acido propionico se
encuentra en mayor porcentaje bajo la forma no disociada por su elevado pKa, en
consecuencia es el que tiene mayor efectividad, mientras que el acido lactico es el
menos efectivo dado que su pKa es el mas bajo por lo que se encuentre
mayoritariamente en la forma disociada. Sin embargo, el &cido lactico es el
principal responsable de la inhibicion microbiana por encontrarse en mayor

concentracion, con excepcion de los quesos de pasta dura (Amenu, 2013).
Peroxido de hidrégeno

En presencia de oxigeno las BAL producen peréxido de hidrégeno (H202) por
accion de diferentes enzimas: flavoprotein oxidasas, NADH peroxidasas, a-

glicerofosfato oxidasa, NADH oxidasa y la superoxido dismutasa. En ausencia de
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grupo hemo las BAL no sintetizan catalasa que degrada el H202 por lo que se
acumula en el medio y puede presentar efecto citotoxico sobre bacterias, hongos y
levaduras dependiendo de varios factores: concentracion del compuesto, carga
organica, pH del alimento y condiciones de temperatura. Dicha accion biocida
involucra el dafio del ADN celular. También es capaz de destruir esporas
bacterianas pero se desconoce el modo de accion (Sanlibaba y Guger, 2015; De
Jesus, 2016). Los mecanismos antimicrobianos ejercidos por el H202 son la
peroxidacién de lipidos de la membrana celular que aumenta su permeabilidad y la
oxidacion de grupos sulfhidrilos de las proteinas lo que provoca su
desnaturalizacion. Asimismo el H202 es precursor de especies radicales del
oxigeno que presentan actividad bactericida, por ejemplo los radicales superéxido
e hidroxilo que pueden dafar el ADN (Sanlbaba y Gigcer, 2015). El peréxido de
hidrogeno también puede desintegrar biofilms facilitando la destruccién de las
células. En combinacién con acido acético o peracético tiene efecto bactericida y
fungicida. Mezclas de H202 con &cido lactico o citrico logran eliminar E. coli, S.
enterica y L. monocytogenes (Martin y Maris, 2012a).

Se han aislado varias cepas de Lactococcus y Lactobacillus capaces de inhibir
mediante produccion de H202 a S. aureus, Pseudomonas sp. y otras bacterias
psicrotrofas provenientes de alimentos. En condiciones de refrigeracion
aislamientos de distintos géneros de BAL productoras de H202 han inhibido el
crecimiento de microorganismos psicrotrofos y patégenos alimentarios (Reis et al.,
2012). También se determin6 que Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis es una de
las BAL que genera mayor produccion de H202. En un estudio posterior se
comprobé la capacidad de una cepa de L. delbrueckii subsp. lactis de inhibir el
desarrollo de E. coli O157:H7 en carne cruda de pollo durante su refrigeracion y

que el principal responsable de dicha inhibicion era el H202 (De Jesus, 2016).

El empleo del peroxido de hidrbgeno como preservante esta mayormente
estudiado en leche cruda, en la cual conforma junto con iones tiocianatos de la
dieta del animal y la enzima lactoperoxidasa un sistema antimicrobiano

denominado “sistema lactoperoxidasa”. Sin embargo el uso potencial de este
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compuesto en otros alimentos es limitado porque puede afectar las propiedades
organolépticas del producto al provocar reacciones de rancidez, decoloracién o

enverdecimiento (Vasquez et al., 2009).
Acetaldehido, diacetilo y acetoina

Los compuestos aromaticos diacetilo, acetaldehido y acetoina son producidos por
varias cepas de BAL, estos metabolitos también presentan actividad
antimicrobiana. El diacetilo y la acetoina son productos de la fermentacion del
citrato realizada por varias cepas de Leuconostoc, Lactococcus (L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis), Pediococcus y Lactobacillus. El precursor de ambos
compuestos, a-acetolactato, se convierte en diacetilo por descarboxilacion
oxidativa, mientras que la acetoina se produce por descarboxilacion del a-
acetolactato y por reduccion del diacetilo. Tanto el diacetilo como la acetoina
presentan actividad inhibitoria sobre bacterias Gram-negativas, hongos vy
levaduras y en menor grado sobre bacterias Gram-positivas. Se conoce el modo
de acciéon del diacetilo, este consiste en impedir la utilizaciébn de arginina al
asociarse a proteinas de union a arginina. La concentracion de diacetilo necesaria
para inhibir microorganismos Gram-negativos es 200 pg/mL, pero se requieren
300 upg/mL para que presente accion bacteriostatica contra Gram-positivos
(Erginkaya et al., 2014).

Se ha determinado que el diacetilo presenta actividad antibacteriana contra
Listeria, Salmonella, Y. enterocolitica, E. coli, Aeromonas y Bacillus. Su empleo en
alimentos como bioconservante es limitado debido a que las concentraciones
sensorialmente aceptables son 2 - 7 pg/mL. Ademas, los niveles de diacetilo
producidos por las bacterias acido lacticas suelen ser de 2 - 4 ug/mL. Sin
embargo, puede ser utilizado en combinacién con otros agentes antimicrobianos

aumentando la efectividad de los mismos (De Jesus, 2016).

El acetaldehido es un compuesto de sabor presente en queso, yogur, vino y
cerveza que también posee accion antimicrobiana. Es producido principalmente

por BAL a partir del piruvato generado en distintas vias metabdlicas, como la
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fermentacion heterolactica, fermentacion de citrato y el catabolismo de
aminoacidos, aunque la conversion de treonina en acetaldehido y glicina es la que
genera mayores niveles de este metabolito, esta reaccion es catalizada por la
enzima treonina aldolasa. Algunos ejemplos de BAL que producen acetaldehido
de esta forma son L. delbrueckii subsp. bulgaricus y S. thermophilus, en cambio
Leuconostoc spp. y Lactocococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis lo

generan por fermentacién de citrato (Papagianni, 2012; Erginkaya et al., 2014).

En productos lacteos el acetaldehido logra inhibir el crecimiento de S. aureus, S.
typhimurium y E. coli a concentraciones de 10 - 100 ppm. En este tipo de
alimentos fermentados el acetaldehido producido puede alcanzar una
concentracion de 25 ppm, ejerciendo actividad inhibitoria contra estos
microorganismos. El mecanismo de accibn de este compuesto sigue sin
determinarse, se considera que puede involucrar la capacidad del acetaldehido
adicionado de sustituir el acetaldehido intracelular cuando la permeabilidad de la

membrana celular es alterada por etanol (Erginkaya et al., 2014).
D-aminoécidos

Varias especies bacterianas, entre ellas las comprendidas dentro del grupo de las
bacterias acido lacticas, pueden producir D-aminoacidos extracelulares que tienen
accion antimicrobiana. La sintesis de estos compuestos en bacterias acido lacticas
requiere de enzimas denominadas aminoacido racemasas que catalizan la
conversion de L- o D- aminoacidos en sus respectivos isomeros Opticos y otras
enzimas involucradas en el metabolismo de D-aminoacidos como transaminasas y

oxidoreductasas (Bardaweel, 2014; Mutaguchi et al., 2016).

Se han identificado los D-aminoacidos sintetizados por algunos aislamientos de
bacterias acido lacticas. En vinagre de tomate fueron detectadas cepas de
Lactococcus lactis subsp. lactis y Lactobacillus salivarius productoras de altos
niveles de D-alanina, asi como aislamientos de Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
otakiensis, Lactobacillus gasseri y Lactobacillus brevis productores de otros D-
aminoacidos. En sake, se encontraron las cepas L. sakei NBRC 15893 que genero

15



D-aspartato, D-alanina y D glutamato y L. mesenteroides subsp. sake NBRC

102480 productor de D-alanina, D-lisina y D-glutamato.

Por otra parte, aislamientos de Oenococcus oeni provenientes de vino blanco

sintetizaron D-lisina, D-aspartato y D-alanina (Mutaguchi et al., 2016).
Bacteriocinas

Algunas BAL también pueden sintetizar compuestos antibacterianos de naturaleza
peptidica a nivel de los ribosomas denominados bacteriocinas. Estos compuestos
presentan efecto bactericida o0 Dbacteriostatico sobre microorganismos
filogenéticamente cercanos a la cepa productora, la cual contiene genes que le
confieren resistencia para sus propias bacteriocinas. La produccién de
bacteriocinas no es exclusiva de las bacterias &cido lacticas, existen otras
bacterias Gram-positivas asi como Gram-negativas capaces de sintetizarlas, de
hecho se estima que el 99% de las bacterias sintetizan al menos una bacteriocina.
Dicha produccion ocurre durante la fase de crecimiento exponencial o hacia el final
de ésta y cesa en la fase estacionaria (Beristain-Bauza et al., 2012; Abbasiliasi et
al., 2017).

En funcién del rango de microorganismos inhibidos, el espectro de inhibicién de
las bacteriocinas se puede clasificar en tres categorias: estrecho, intermedio o
amplio. La mayoria de las bacteriocinas de BAL son de espectro estrecho ya que
inhiben cepas pertenecientes al mismo género de la cepa bacteriocinogénica. Sin
embargo existen bacteriocinas con espectro intermedio, las cuales son activas
sobre otros géneros pertenecientes a BAL. Asi como algunas de amplio espectro
gque ademas de inhibir BAL tienen efecto sobre otros géneros bacterianos

filogenéticamente proximos (Karpinski y Szkaradkiewicz, 2016).

Las bacteriocinas de BAL se caracterizan por ser compuestos catidnicos,
hidrofébicos o anfipaticos constituidos por 20 a 60 aminoacidos. Desde el punto de
vista molecular, los genes estructurales y los elementos genéticos que codifican
las proteinas de transporte y/o de secrecion de dichas moléculas, enzimas
responsables de modificaciones posttraduccionales en las bacteriocinas, proteinas
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reguladoras, asi como resistencia del microorganismo productor para la propia
bacteriocina (factores de inmunidad) estan organizados en clusters, siendo todos
ellos expresados simultaneamente. Estos determinantes genéticos se pueden
encontrar localizados en el cromosoma bacteriano, aunque frecuentemente se
hallan en elementos genéticos moviles: plasmidos o transposones capaces de ser
transferidos horizontalmente a otras cepas de BAL (Karpinski y Szkaradkiewicz,
2016).

Mecanismos de accion de las bacteriocinas

Actualmente se proponen como posibles mecanismos de accidon de las
bacteriocinas la formacion de poros en la membrana celular, la inhibicion de la
germinacién de esporas bacterianas, inhibicion de la formacion de septo durante la
division celular o por accion sobre blancos intracelulares, en este sentido hay
bacteriocinas capaces de bloquear el metabolismo del ADN, ARN o de las
proteinas, también se plantea como mecanismo antibacteriano la activacion de
enzimas autoliticas que provocan autolisis celular. EI mecanismo de inhibicion mas
conocido es la generacién de poros en la membrana celular, mediante los que se
pierden iones y metabolitos esenciales, se altera la fuerza protdn motriz necesaria
para la generacion de energia y se detiene la sintesis de ADN, ARN y proteinas,
conduciendo eventualmente a la muerte celular (Silva et al., 2018). En la figura 3
se presentan estos mecanismos que provocan la inhibicion del crecimiento de las

bacterias patdgenas.

En base a la naturaleza anfipatica de la mayoria de las bacteriocinas se considera
gue este mecanismo ocurre por interacciones electrostaticas entre residuos
cationicos presentes en el extremo C o N-terminal, dependiendo de Ila
bacteriocina, con receptores especificos de la membrana de carga negativa, los
cuales son conservados a nivel de clase o subclase de bacteriocina. A su vez las
regiones hidrofébicas de los péptidos antimicrobianos permiten la insercion de
estos en la membrana celular (Cheng et al., 2014; Karpinski y Szkaradkiewicz,
2016).
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Figura 3. Modo de accion de las bacteriocinas (Fuente: Pérez et al., 2015).

Es importante sefialar que algunas bacteriocinas como la nisina interactiian con la
bicapa lipidica mediante el lipido 1l, el transportador del mondmero N-
acetilglucosamina-N- acetilmuramico, precursor de la pared de peptidoglicano, por
lo cual pueden desencadenar dos mecanismos: inhibicién de la sintesis de la
pared bacteriana y/o formacion de poro en la membrana celular. En el caso de la
nisina, el mecanismo activado tras la union al lipido Il depende de la concentracion
de la bacteriocina presente. A baja concentracion inhibe la sintesis de la pared de
peptidoglicano, mientras que a alta concentracion el lipido Il media la formacion de
poros en la membrana celular (Chikindas et al., 2018).

Por otra parte, la nisina y otras bacteriocinas de la misma clase (lantibi6ticos)
tienen accioén inhibitoria sobre la germinacion de las esporas bacterianas. En la
actualidad existe poco conocimiento respecto a la interaccion de las bacteriocinas
con las esporas y la actividad anti-espora desencadenada. Se sabe que algunas
bacteriocinas actlan sobre esporas que no iniciaron el proceso de germinacion,
denominadas dormantes, por lo que tienen efecto esporicida, otras en cambio
presentan accion esporostatica porque inhiben las esporas que iniciaron el
proceso de germinacion. También hay bacteriocinas capaces de afectar la tasa de
germinacion de la espora (Egan et al., 2016). En este mecanismo el lipido Il ha
sido propuesto como molécula de anclaje para las bacteriocinas en las esporas.

En las esporas que se encuentran en etapa de germinacion se considera que
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existe una reaccion entre grupos sulfhidrilos de proteinas presentes en la
envoltura de la espora y residuos deshidratados de la bacteriocina, que

probablemente actian como aceptores de electrones (Roces et al., 2012).
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Elaboracion del aditivo zootécnico VITAFERT en condiciones de

laboratorio

Obtencion del indculo. El indculo se obtuvo a partir de yogurt natural, producido en
la Empresa Combinado de la Industria Lactea (ECIL) de Matanzas, Cuba. Este
producto se elabordé con cepas procedentes de la coleccion del Instituto de
Investigaciones de la Industria de los Alimentos (IlIA): Streptococcus salivarius
subespecie thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subespecie bulgaricus. El
cultivo se encontraba a una concentracion de 107 UFC.mL?, lo que se
corresponde con los valores normales para la produccidon de yogurt natural. El

indculo se conservo a 4 °C hasta su utilizacion.

Para la obtencién del preparado microbiano se siguid la metodologia propuesta
por Elias y Herrera (2008), modificada por Beruvides et al. (2018). Para esta
investigacion se elaboraron cinco lotes, preparados en tanques plasticos de 20 L
al mismo tiempo, en los que se pesaron y mezclaron todos los componentes con
la sustitucion de la miel final, como fuente de carbono, por azucar crudo més la
adicion del inéculo (yogurt natural). El biopreparado se mantuvo durante 96 h en
fermentacién a temperatura ambiente (24 °C) y se activd cada 12 h mediante
agitacién con una paleta de madera. Su formulacion se presenta en la tabla 2, asi

como los aportes energéticos y proteicos de las materias primas utilizadas.

Se analizaron las caracteristicas organolépticas como olor, color y consistencia o
textura. Determinacion de pH: para determinar el comportamiento del pH durante
la elaboracion de este aditivo zootécnico se realizaron mediciones cada 24 h en
todos los lotes desde la hora O hasta las 96 h con pHmetro digital (Sartorius Meter
PP-25).
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Tabla 2. Formulacion del aditivo zootécnico VITAFERT obtenido en condiciones

de produccion a pequefa escala.

Niveles de Aportes
Composicion inclusion Energético Proteico
(kg) (MJ.kg™) (%)

Inéculo (yogurt natural)** 1 3,014 0,3
Harina de maiz* 4 0,040 0,85
Harina de soya* 4 0,039 0,83
Urea*** 0,5 - 281
Sulfato de amonio* 0,25 - 21
Sal mineral* 0,5 - -
AzUcar crudo* 15 0,041 -
Agua 100L - -

Fuente: NRC (2012)*, [lIA**
2.2. Caracterizacion microbiologica del VITAFERT

Conteo de bacterias acido lacticas y levaduras. La determinacion de la
presencia de estos microorganismos se realiz6 cada 4 h a través de todo el

proceso fermentativo durante 96 h en los cinco lotes estudiados.

Para efectuar el conteo de las bacterias acido lacticas (BAL) y las levaduras se
realizaron diluciones seriadas de las muestras (1:10, v/v) en agua de peptona
hasta 10!t De estas diluciones, se utilizaron para las BAL, en las primeras 12 h
107, 10® y 10° y en horas posteriores 10° 101° y 10! para sembrarlas a
profundidad en placas con agar MRS (De Mann et al., 1960) (BIOCEN). Para las
levaduras se tomaron las diluciones 103, 104y 107 en las primeras 12 h 'y
posteriormente se emplearon las diluciones 10, 10®y 107. Cada una de estas se
replico tres veces (1 mL) en agar rosa de bengala (rosa de bengala 0,05% y
cloranfenicol 0,5%) (HISPANLAB, Espafia). Después de incubar a 37 °C (durante
72 h para BAL y 48 h para levaduras) se realizo el conteo microbiano. EI nimero

de UFC se determiné bajo lupa por conteo visual de colonias.

Conteo de microorganismos contaminantes: el conteo se realizé de acuerdo a
las normas vigentes, descritas para los estudios de la calidad microbioldgica de los

alimentos de consumo humano y animal NC-ISO (tabla 3). Para ello se realizaron
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diluciones seriadas de las muestras (NC ISO 6887-1: 2002) y se ejecutaron las

técnicas de determinacion de los diferentes grupos de microorganismos.

Tabla 3. Pruebas microbioldgicas para la determinacion de microorganismos
contaminantes en el aditivo zootécnico VITAFERT.

Pruebas microbioldgicas Referencias NC- ISO
Conteo de coliformes fecales y totales 4832: 2010

Conteo de Bacillus cereus 4833-1: 2014

Conteo de Salmonella en 25 mL 6579: 2008

2.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro del aditivo zootécnico

VITAFERT frente a bacterias patégenas

Para evaluar la actividad antibacteriana de VITAFERT se emple6 la técnica de
difusion en agar, propuesta por Schillinger y Lucke (1989). Para ello se mont6 un
experimento con disefio completamente aleatorizado y arreglo factorias 2X9 (2

tratamientos: 1 cepa de referenciay 2 VITAFERT) y 9 cepas patégenas.

Tratamiento de las sustancias producidas: A partir del VITAFERT elaborado se
tomaron muestras, las cuales se centrifugaron a 15 000 rpm a 5°C (MSM HIGH
SPEED 18) por 10 min. Posteriormente, los sobrenadantes se filtraron a través de

filtros microbioldgicos de 0,22 u (Minisart, satorius 600 kPa max).

Tratamiento de las cepas indicadoras: Como cepas indicadoras se utilizaron las
cepas patogenas: Staphylococcus 1023, Staphylococcus aureus Cl1,
Staphylococcus coagulasa negativo C7, Streptococcus sp., Proteus sp.,
Escherichia coli, Shigella sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp. vy
Corynebacterium sp. Cl1l1. Todas procedentes del cepario del Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Matanzas. Cada cepa se inoculé en caldo
nutriente (BIOCEN) y se incubaron por 24 horas a 37°C en zaranda termostada
(UNITRONIC 320 OR) a 110 rpm.
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Desarrollo de la técnica de difusién en agar: Se tomaron 200 uL del cultivo de
las cepas indicadoras en estudio, que estaban en la escala 0,5 de MacFarland y
se inocularon en placas que contenian agar Mueller Hinton (BIOCEN) con el
empleo de hisopos estériles. Con ayuda de un sacabocado metélico estéril, se
abrieron pocillos de 5 mm de diametro donde se afiadieron 100 pL de
sobrenadante del VITAFERT. Se utiliz6 como referencia una cepa de Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus. Dichas placas se mantuvieron en refrigeracion (4°C)
por 4 horas para mayor difusién de las sustancias en el agar. Posteriormente, las
placas se incubaron entre 24 y 48 horas a 37°C hasta detectar el crecimiento y la
aparicion de los halos. Por ultimo, se midié el halo con regla milimetrada y se le

resto el diametro de los pocillos.

2.4 Valoracion desde el punto de vista tedrico la importancia econdmica del
empleo del VITAFERT como preventivo de enfermedades en animales de

interés zootécnico.

Se realiz6 una valoracion teérica de la importancia del uso del VITAFERT como
preventivo ante la utilizacion de antibiéticos. Se buscé informacion de los costos
de los antibiéticos mas utilizados en la producciéon de aves, cerdos, terneros y
conejos, los cuales se pudieran reducir al utilizar el VITAFERT durante el proceso

productivo.
2.5 Andlisis estadistico

A los resultados de la caracterizacién quimica y microbiologica del VITAFERT se
aplicé estadistica descriptiva, para lo cual se determind: media, desviacién
estandar y coeficiente de variacion. Los valores de pH, concentracion de BAL y
levaduras se procesaron mediante un analisis de varianza y se utilizo la décima de
Duncan (1955). El paquete estadistico utilizado fue INFOSTAT Version 2017 (Di
Rienzo et al., 2017). Los valores de la poblacion de BAL y levaduras se
transformaron a LN para lograr normalidad en los datos. Para el andlisis de los
resultados de la inhibicion de las bacterias patdégenas se realizé un analisis de

varianza simple y se empled la misma docima y el mismo paquete estadistico.
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CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Elaboracion del aditivo zootécnico VITAFERT en condiciones de

laboratorio

Los cinco lotes de VITAFERT presentaron las siguientes caracteristicas

organolépticas:

Color: crema o beige
Olor: leche fermentada
Consistencia: viscosa

El pH medio de los diferentes lotes de VITAFERT se muestra en la siguiente tabla
4. Se comprob6 que no se presentan diferencias en el pH en los cinco lotes, lo
cual coincide con los valores obtenidos por Elias y Herrera (2008). El hecho de
que se obtengan valores de pH similares indica que la metodologia establecida
tiene repetibilidad.

Tabla 4. Comportamiento del pH de los diferentes lotes de VITAFERT a las 0, 24,
48,72y 96 h.

Indicador Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4 Lote 5 P
+EE
0 7,89 8,1 7,98 8,02 8,12 P=0,3124
+3,03
24 6,22 6,34 6,12 6,23 6,18 P=0,2854
+2,09
pH 48 5,12 5,08 5,21 5,15 5,04 P=1,2354
+2,31
72 4,54 4,63 451 4,61 4,62 P=0,4123
+2,8675
96 4,02 4,10 4,05 4,13 4,09 P=0,4312
+1,33

Por otra parte, se evidencia como el pH disminuye de valores de 8 hasta 4 debido
a la produccion de acidos organicos por parte de las bacterias acido lacticas. Se
conoce que Streptococcus salivarius subespecie thermophilus y Lactobacillus
delbrueckii subespecie bulgaricus son capaces de producir &cido lactico, acético,

propionico y butirico (Dowarah et al., 2018). Estos &cidos tienen gran importancia
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para la estabilidad microbiolégica del producto, ya que muchas bacterias
patdgenas no crecen bajo estas condiciones. Esta condicién de pH incide en que
se puedan desarrollar fundamentalmente las BAL vy las levaduras presentes en el
VITAFERT.

El pH acido también propicia la actividad de algunos tipos de bacteriocinas, las
cuales actuan a nivel de la pared celular o membrana citoplasmatica y provocan la

muerte de las bacterias patdgenas (Hassan et al., 2020).

3.2 Andlisis quimico y microbiolégico del aditivo zootécnico VITAFERT

elaborado en condiciones de laboratorio.
3.2.1 Caracterizacion quimica del VITAFERT

En la tabla 5 se observan los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica
del VITAFERT. Los valores de la composicion quimica estan en correspondencia
con las determinaciones reportadas por Elias y Herrera (2008), a excepcion de la
materia seca que presenté valores en el orden de 9,7%, mientras que estos
autores obtuvieron valores de 15,05%. Estos resultados pueden deberse a
modificaciones realizadas por Beruvides (2019), quien sustituy6 la miel de cafia de

azucar por azucar crudo.

Los resultados obtenidos en los indicadores MS y calcio oscilan en los rangos
determinados por Gutiérrez (2012) en caracterizaciones previas al mismo producto
con miel final como fuente energética. De igual manera, Beruvides (2013) elaboré
en condiciones de produccion el aditivo zootécnico VITAFERT, formulado con la
fuente energética miel final y lo caracterizé quimicamente desde la hora 0 hasta
las 96 horas y obtuvo valores similares a los reportados para la MS, PB y pH

observados en el presente trabajo.
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Tabla 5. Composicién quimica de los lotes de VITAFERT obtenido en condiciones
de produccion a pequefa escala.

Lotes de VITAFERT (%)
Indicadores 1 2 3 4 5
Materia seca Media 9,70 9,70 9,80 9,70 9,70
DE 0,053 |- - - 0,05
CV (%) 054 |- - - 0,51
Cenizas Media 10,6 10,4 10,5 10,5 10,6
DE - 0,02 - - -
CV (%) - 0,16 - - R
Calcio Media 1,33 1,33 1,32 1,32 1,33
DE 0,006 |0,01 0,17 0,006 |-
CV (%) 0,43 0,75 1,31 0,43 -
Fosforo Media 0,66 0,64 0,66 0,63 0,65
DE 0,006 |- - 0,032 | 0,006
CV (%) 0,088 |- - 5,05 0,88
Proteina Media 7,12 7,12 7,11 7,10 7,15
bruta DE 0,03 [0,006 0,017 |- -
CV (%) 041 |0,08 0,24 - -

Los resultados son el promedio de tres determinaciones, DE- Desviacion estandar; CV- Coeficiente

de variacién (%) y (-) no presenta variacion en los datos.

3.2.2 Caracterizacion microbiologica del VITAFERT

En la tabla 6 se presentan los resultados de la caracterizacion microbioldgica de

los diferentes lotes de VITAFERT. Se aprecia que este biopreparado esta
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constituido fundamentalmente por BAL y levaduras, las cuales conforman un
consorcio microbiano.

Tabla 6. Caracterizacion microbiologica de los diferentes lotes de VITAFERT
finalizada la fermentacion a las 96 h.

Conteo de Lotes de VITAFERT EE+
microorganismos 1 > 3 4 5 Sign
(UFC mL™)
BAL 4,53x10'? | 3,24x10'? | 4,40x10'? | 4,95x10'? | 3,85x10'? | 0,3804
P=0,0711

Coliformes fecales | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
y totales

Bacillus cereus | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | .

Levaduras viables | 9,66x107 | 7,00 x107 | 9,66 x107 | 8,00 x10’ | 7,66 x107 | 0,9867

Salmonella Negativo | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo

De acuerdo a los resultados obtenidos en la caracterizacion quimica y
microbiolégica del aditivo zootécnico VITAFERT en los cinco lotes, se constatd
qgue hubo homogeneidad en los indicadores analizados. Se confirma que la
metodologia empleada para la obtencién de este biopreparado en condiciones de
produccién a pequefia escala, no provoca variaciones considerables en la
composicidon bromatolégica de este preparado microbiano, con respecto al
obtenido en fermentadores a escala de laboratorio. Los datos presentados indican
que existe repetibilidad en los resultados que se obtuvieron, lo cual significa que
cuando se emplean estos componentes y en las mismas condiciones, no se

producen modificaciones en estos parametros.

El pH obtenido en esta investigacion (3,9-4,0) se mantuvo dentro de los rangos
establecidos para productos biolégicos de esta categoria (Elias y Herrera, 2008;
Rojan, 2009). Caicedo y Valle (2017) definieron que estos valores de pH permiten
la estabilidad en el tiempo y la conservacion de estos productos biolégicos, por
tanto, este aditivo zootécnico se puede considerar de Optima calidad para

utilizarse en la alimentacién animal. Ademas, estos niveles de acidez disminuyen
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la presencia de microorganismos patdégenos y otros contaminantes (Vega et al.,
2013; Vélez et al., 2015).

Flores-Mancheno et al. (2015) caracterizd el pH de un producto bioldégico para
cerdos en la etapa de preceba y crecimiento-ceba, formulado con suero de leche
fresca, urea y melaza de cafia de azlcar. Este autor informo6 un valor de pH de
3,87; similar al obtenido en la presente investigacion. Estos resultados estan
dados por la presencia de una poblacion considerable de BAL, las cuales
producen acidos organicos (lactico, acético, propionico y butirico) que disminuyen
el pH (Belkacem-Hanfi et al., 2014).

Estudios realizados por Caicedo y Valle (2017) mostraron un comportamiento
similar a los obtenidos en el presente trabajo para la expresiéon del indicador pH
cuando elaboraron un biopreparado microbiano para cerdos, el cual contenia

yogurt natural, suero de leche, miel B y tubérculos de papa china.

El analisis microbiolégico indica la no presencia de microorganismos
contaminantes en el VITAFERT (tabla 6). Estos resultados pueden estar dados por
la presencia de concentraciones altas de acidos organicos (fundamentalmente
lActico y acético) o bacteriocinas, aportados por las BAL (superiores a 10°
UFC.mL?), que permiten mantener libre de contaminantes a dicho producto, lo

gue hace viable su utilizacién en los animales.

Elias y Herrera (2008), Gutiérrez et al. (2012) y Beruvides (2013) caracterizaron
desde el punto de vista microbiolégico una de las variantes de VITAFERT vy
obtuvieron valores para Lactobacillus spp. en los rangos de 10° y 10*° UFC.mLty
para las levaduras entre 10° y 10’ UFC.mLl. En el presente trabajo se
cuantificaron valores superiores para las BAL, esto pudiera estar dado por la
sustitucion de la materia prima miel final por azucar crudo o por la poblacion inicial

gue presentaba el indculo utilizado (yogurt natural).
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3.2.2 Cinética de crecimiento de las BAL y levaduras y comportamiento del

pH en el tiempo

En la figura 4 se presentan los resultados del conteo de BAL y levaduras en el
tiempo. Se comprob6é que durante el proceso de fermentacion, las BAL crecen
hasta valores de 29 LN UFC.mL! y las levaduras en el orden de 20 LN UFC.mL™.

abcdefghii Medias con letras diferentes difieren para P<0,05 (Duncan 1955) (EE+ BAL: 0,10; EE+
levaduras: 0,03).

Figura 4. Cinética de crecimiento de las bacterias acido lacticas, levaduras y
comportamiento del pH durante el proceso fermentativo del aditivo zootécnico
VITAFERT.

El pH disminuyd de 8,5 a 4,0 desde el inicio de la fermentacion hasta las 96 h. A
través del estudio de la cinética de crecimiento de las BAL y las levaduras en el
proceso de fermentacion a pequefia escala se comprobé que a medida que
disminuye el pH aumenta progresivamente el crecimiento de ambos grupos
microbianos. Esto confirma lo informado por Ledn (2012), que estos

microorganismos pueden crecer en un amplio rango de pH (entre 4-7), a diferencia
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de otros grupos microbianos como coliformes, Salmonella spp. y Bacillus spp., que

en condiciones de acidez inhiben su crecimiento.

3.3 Resultados de la evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro del
aditivo zootécnico VITAFERT frente a bacterias patégenas

En la tabla 7 se muestran los resultados de las interacciones para la actividad
antimicrobiana del VITAFERT y la cepa de referencia frente a bacterias

patdégenas.

Tabla 7. Actividad antimicrobiana del VITAFERT frente a bacterias patégenas.

Cepas indicadoras Halos de inhibicién (mm)

Cepa de referencia | VITAFERT P

L. delbrueckii +EE
Staphylococcus spp.1023 302 22,33
Staphylococcus aureus C1 16°¢ 14,00°¢
Staphylococcus coagulasa 16°¢ 14,33°¢
negativo C7 P=0,001
Streptococcus spp. 17°¢ 14,00°¢
Proteus spp. 14¢ 12,33¢ 0,95
Escherichia coli 14°¢ 16,00°
Shigella spp. 17°¢ 13,00°
Pseudomonas spp. 220 16,00°
Corynebacterium spp. C11 15¢ 13,67°

Estos resultados indican que el VITAFERT tuvo la capacidad de inhibir el
desarrollo de todos los microorganismos patégenos evaluados (P<0,001) lo cual
se corresponde con los efectos in vivo observados por otros investigadores como
Beruvides et al. (2018) en animales de interés zootécnico, cuando observaron la
reduccion de las enfermedades y la mortalidad. Masumuzzaman et al. (2021)
comprobaron que la actividad antimicrobiana se codifica genéticamente y
reportaron la produccion de péptidos productores de bacteriocinas por S.
thermophilus SMQ-301, lo que da una idea del potencial inhibitorio que presenta

esta cepa presente también en el VITAFERT.

Recientemente, algunos agentes microbiologicos mostraron excelentes efectos en

la inhibicion de la invasion de S. aureus. Diferentes estudios informan sobre
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tratamientos en las distintas fases de la infeccion por esta bacteria. En la primera y
segunda fase, los ultimos resultados de la investigacion muestran que la vacuna
de proteinas ancladas a la pared celular y algunos agentes microbianos pueden
inhibir la adhesién de S. aureus a las células huésped (Li et al., 2022), lo que hace
pensar que el consumo sistematico de este aditivo pudiera prevenir las posibles

infecciones por este microorganismo en los animales.

Se comprobd que tanto la cepa de referencia L. delbrueckii y el aditivo zootécnico
VITAFERT ejercieron su mayor efecto antimicrobiano frente a las cepas
Staphylococcus spp.1023, Staphylococcus aureus C1 y Staphylococcus coagulasa
negativo C7. Se conoce que esta actividad antimicrobiana in vitro puede estar
dada por la produccion de sustancias antimicrobianas como &cidos organicos,
bacteriocinas y peroxido de hidrogeno (Evivie et al., 2019).

El género Staphylococcus es causante de enfermedades como la mastitis, una
infeccion de la glandula mamaria, causante de grandes pérdidas en la industria
lactea. Esta afeccion puede presentarse de forma clinica o subclinica. Como
medida de control se usan antibiéticos para limitar las infecciones existentes. Si
bien la terapia con antibiéticos ayuda a reducir la incidencia de mastitis, el manejo
inadecuado de estos farmacos también favorece que emerjan especies de
Staphylococcus resistentes, lo que puede ocasionar una baja tasa de curacién
(Campos et al., 2022). A partir de los resultados del presente trabajo, se pudiera
evaluar el efecto de este aditivo en la prevencion de esta enfermedad in vivo, ya
que este microorganismo patdégeno se reporta entre los principales agentes

causales de esta infeccion.

Otros autores evaluaron la actividad antimicrobiana de cepas procedentes del
yogur frente a bacterias patdégenas (Evivie et al., 2020a). Autores como Khalil et al.
(2017) indicaron el efecto antibacteriano de los lactobacilos contra los
microorganismos como Staphylococcus aureus y Escherichia.coli al presentar
actividad bactericida y bacteriostatica respectivamente. Este estudio concluy6 que

las personas deben consumir mas productos lacteos probidticos en lugar de usar
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antibioticos como profilacticos, lo que conduce a problemas de salud y también

alientan a la industria local a producir productos como el bioyogur.

Resultados similares al presente trabajo obtuvieron Wu et al. (2022), quienes
observaron que la cepa Lactobacillus delbrueckii WDS-7 exhibié el mayor efecto
de inhibicion en cuatro patdgenos (Escherichia coli, Salmonella enterica,
Staphylococcus aureus y Salmonella sonnei). Estos autores sefalaron que S.
aureus fue la bacteria mas inhibida en comparacion con los otros patégenos

probados.

El aditivo zootécnico VITAFERT inhibié también el crecimiento de Escherichia coli,
Estos resultados indican que su suministro a los animales puede mejorar la
microbiota intestinal al incrementar la presencia de microorganismos beneficiosos,
como las BAL vy las levaduras. Pocos microorganismos acaparan la atencion de
investigadores e instituciones cientificas como lo ha hecho Escherichia coli. En un
extremo de la balanza destaca su participacion como comensal en la microbiota
intestinal; el miembro prominente dentro de los representantes anaerobios
facultativos de todos los animales de sangre caliente, y del otro lado, su

desempefio como patdgeno intestinal (Barreto et al., 2020a).

Durante alrededor de 10 000 afios la especie bovina ha sido la principal fuente de
carne y leche para la humanidad. Tan largo periodo ha propiciado que devenga en
importante reservorio de patdgenos, causales de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), entre los que destaca el patotipo de E. coli, productor de toxina
Shiga (STEC) (Sapountzis et al., 2020). Al mismo tiempo, la casi totalidad de las
variantes IPEC sobresalen entre los agentes productores de diarreas neonatales
en terneros. Su impacto negativo se acrecienta en las primeras semanas de vida,
etapa caracterizada por una elevada morbilidad y mortalidad, retardo en el
crecimiento e incremento en las pérdidas econdmicas por concepto de
tratamientos, entre otros (Awad et al., 2020). De ahi la importancia de generar

otros productos mas baratos que prevengan su desarrollo en los animales.
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Autores como Abedi et al. (2013) evaluaron el efecto in vitro el efecto
antibacteriano y antiadherente de Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus frente
a Escherichia coli. Ellos comprobaron que el sobrenadante libre de células de esta
bacteria mostr6 una buena actividad antibacteriana contra E. coli que se relacion6
principalmente con la produccion de acido lactico. Cuando las dos bacterias se
afiadieron simultaneamente (inhibicion competitiva) en un cocultivo, el grado de

inhibicion de E. coli por L. delbrueckii fue de 77%.

En el VITAFERT también se incluye la bacteria Streptococcus thermophilus,
introducida a través del yogur. Se conoce que esta bacteria también posee efecto
inhibitorio frente a bacterias patdgenas. En este sentido, Evivie et al. (2020b)
desarrollaron andlisis gendémicos y demostraron que S. thermophilus KLDS 3.1003
poseia péptidos codificadores para la produccion de bacteriocinas, lo que explica
sus capacidades antimicrobianas in vitro e in vivo. Este estudio mostré que esta
bacteria tiene la capacidad gendmica de inhibir el crecimiento de patégenos
transmitidos por los alimentos, calificandose como un potencial candidato

probiético, antimicrobiano y bioterapéutico.

Los halos de inhibicion provocados por el VITAFERT frente a Shigella spp.
demuestran que este aditivo pudiera reducir la presencia de este microorganismo.
Shigella spp. es una de las principales causas de diarrea infecciosa grave en todo
el mundo. La shigelosis esta causada principalmente por el consumo de alimentos
y agua contaminados (Kotloff et al.,, 2018). Esta enfermedad, también llamada
disenteria bacilar, es una infeccion causada por bacterias del género Shigella spp.
gue contiene cuatro subgrupos con diferente capacidad patogénica (RENAPRA,
2022).

Zhang et al. (2020) evaluaron la actividad antibacteriana de diferentes BAL. Estos
autores detectaron un nivel maximo de acido lactico (3,1 g/L), peréxido de
hidrogeno (4,31 mM) y bacteriocinas (31 AU/mg) en la cepa LB049 y observaron la
actividad inhibitoria frente a Escherichia coli (ATCC 10536), Salmonella enteritidis
(ATCC 13076), Shigella flexneri (ATCC 29903) y Enterococcus faecium (ATCC

8459), lo cual confirma el potencial antimicrobiano de estas bacterias.
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Proteus spp. fue otra de las bacterias inhibidas por el sobrenadante libre de
células del VITAFERT. Al género Proteus spp. pertenecen tres especies de alto
interés patolégico: P. penneri, P. mirabilis y P. vulgaris; estas bacterias estan
involucradas en diversas infecciones, especialmente de naturaleza nocosémica y
en el tracto urinario. Las cistitis, la pielonefritis y la urolitiasis (formacion de
calculos en la vejiga o los riflones) son las infecciones mas comunes mediadas por
Proteus (Anon, 2022b).

Shokouhfard et al. (2022) estudiaron varias propiedades de las células de Proteus
mirabilis (formacién de biopelicula, adhesidn y expresion génica) y observaron que
muchas se cambiaron después del tratamiento con un biosurfactante derivado de
Lactobacillus acidophilus. En este estudio se demostré que el tratamiento con este
biopreparado puede allanar el camino para un posible control del desarrollo de
biopeliculas producidas por Proteus, ya que interfiere en la adhesién de P.

mirabilis a los catéteres y otros dispositivos.

Resultados similares al presente trabajo fueron referidos por Szczerbiec et al.
(2022), quienes observaron que los sobrenadantes de cultivos de BAL sin tratar
redujeron significativamente el crecimiento de Proteus spp. Estos autores refirieron
gue estas propiedades se relacionaban con la secrecion de acidos organicos por
estas bacterias. A través de técnicas espectrofotométricas determinaron cualitativa
y cuantitativamente los acidos lactico, citrico y succinico, e investigaron la
influencia de estos en el crecimiento de P. mirabilis conjuntamente con la
formacion de biopeliculas y la permeabilidad de las membranas. Los resultados
indicaron que los acidos organicos secretados por las cepas de Lactobacillus
tienen un alto potencial antibacteriano y podrian utilizarse como agentes en el

tratamiento de infecciones del tracto urinario causadas por P. mirabilis.

El aditivo VITAFERT produjo halos de inhibicién frente a Corynebacterium, cepa
procedente de vacas que presentaban mastitis. Las corinebacterias son en su
mayoria inocuas, sin embargo, existe cada vez mas evidencia de su
patogenicidad, especialmente como causa de infeccibn nosocomial en

inmunodeprimidos. Corynebacterium es el género mAas importante vy
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Corynebacterium diptheriae es la especie mas relevante. Esta bacteria puede
causar la difteria y Corynebacterium bovis es uno de los agentes causantes de la

mastitis en Cuba (Ruiz et al., 2014) y en el mundo (Gongalves et al., 2016).

Dong et al. (2021) evaluaron la actividad antimicrobiana de BAL frente a diferentes
bacterias patdgenas y detectaron que se redujo la abundancia relativa de
Paenibacillus, Aerococcus, Comamonas, Acinetobacter, Corynebacterium,
Facklamia y Globicatella. Los resultados de este estudio revelaron que la
suplementacion con Lactobacillus no solo mejoré la microbiota intestinal, sino que
también alivio la diarrea en ratones, lo que puede estar mediado por la modulacion

de la composicion y funcion de la microbiota intestinal.

En el presente trabajo el VITAFERT inhibi6 el crecimiento de Streptococcus spp.
Este género comprende diferentes especies que normalmente son patdogenos
oportunistas. Los estreptococos del grupo B (S. agalactiae) causan una variedad
de infecciones como infeccion de las vias urinarias, bacteriemia, gangrena,
infeccibn posparto, neumonia, endocarditis, empiema, meningitis, etc. Los
estreptococos del grupo D (S. bovis) suelen causar endocarditis, bacteriemia,
infecciones del tracto urinario, ostemielitis y enfermedad gastrointestinal (INSST,
2022).

Otros autores también observaron actividad antimicrobiana de BAL frente a
Streptococcus, como Humphreys y McBain (2019), quienes destacaron que las
bacterias candidatas a probidticas podian prevenir o tratar la faringitis bacteriana
provocada por Streptococcus pyogenes. Tres probioticos candidatos, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus plantarum y Streptococcus salivarius, redujeron la
viabilidad dentro de las biopeliculas existentes de S. pyogenes mediante la
elaboracion de factores difusibles distintos de los acidos.

El sobrenadante del VITAFERT inhibi6 el crecimiento de Pseudomonas spp. Esta
bacteria provoca procesos patolégicos caracterizados por sindrome anémico
depresivo, fiebre y enteritis, que puede llegar a ser hemorragica. Pseudomona

aeruginosa produce trastornos en mamiferos, aves e inclusive en reptiles. En
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gatos y perros es causa frecuente de otitis con otorreas. De la rinitis atrofica de los
cerdos se aisla, posiblemente como agente secundario. En bovinos y equinos es
causa de abortos accidentales. En las aves es mas comun entre los pollos,
faisanes y pavos. Se han efectuado aislamientos a partir del tracto respiratorio de

aves afectadas de enfermedad respiratoria cronica (EcuRed, 2022).

Otros autores también evaluaron la actividad antimicrobiana de las BAL como
Panda et al. (2017). Estos autores demostraron que las BAL SB10 y JC13
provocaron una zona de 3 mm contra Staphylococcus aureus, una zona de 2 mm
contra Klebsiella, una zona de 1 mm contra E. coli y no mostraron efecto
antimicrobiano contra Pseudomonas, resultados que no coinciden con los del
presente trabajo, ya que el VITAFERT incidi6 frente a esta ultima bacteria con
halos de 16 mm.

Como se puede apreciar la actividad antimicrobiana in vitro del aditivo zootécnico
VITAFERT, confirma los resultados obtenidos in vivo por otros autores (Beruvides
et al, 2018; Silvestre, 2021), quienes refirieron la reduccion de enfermedades,
provocadas por bacterias patdgenas. Las sustancias denominadas postbidticas,
producto de la actividad microbiana, hacen de este aditivo zootécnico un excelente

producto para prevenir las enfermedades en los animales.
3.4 Valoracién econdmica

Al realizar una valoracion econémica de la factibilidad de la aplicacion del aditivo
zootécnico VITAFERT en animales de interés pecuario, se hace necesario analizar
los costos de produccion del preparado microbiano y el efecto beneficioso que
este provoca en estas especies como son: disminucién o eliminacién en la
incidencia de diarreas, disminucion de la morbilidad y mortalidad, incremento de la
ganancia de peso y mejora de la conversion alimentaria. Si se toma en cuenta los
precios de los antibidticos, tanto los que se usan como terapéuticos como los
promotores del crecimiento en el mercado internacional, que cada dia aumentan
significativamente su valor, entonces se pudiera plantear que con la aplicacion de

este aditivo en la alimentacion de los animales tendriamos una reduccion de los
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costos que incurren en el proceso productivo y unido a esto una mejora en la

rentabilidad econdmica de las unidades pecuarias que lo utilicen.
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Conclusiones



CONCLUSIONES

1. La caracterizacion quimica y microbiolégica del aditivo zootécnico
VITAFERT, obtenido en condiciones de laboratorio, demostrd la presencia
de 4cidos organicos, la no proliferacion de microorganismos patdgenos vy el

incremento de las poblaciones de BAL y levaduras.

2. El aditivo zootécnico VITAFERT presenta sustancias antimicrobianas que
inhiben el crecimiento de Staphylococcus, Escherichia coli, Proteus,
Shigella, Streptococcus, Pseudomonas y Corynebacterium.

3. La aplicacién del aditivo zootécnico VITAFERT en la alimentacion de
animales de interés zootécnico presume una reduccion en los costos de
produccién debido al bajo consumo de antibidticos y pudiera incrementar
las ganancias teniendo en cuenta los beneficios que este preparado

microbiano ejerce sobre la productividad.
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RECOMENDACIONES

1. Determinar la concentracion de los acidos organicos presentes en el aditivo
zootécnico VITAFERT.

2. Realizar cocultivos del VITAFERT con los microorganismos que
presentaron mayor inhibicion para la evaluacién de la accion directa entre

los microorganismos.

3. Determinar qué sustancias antimicrobianas se producen en el VITAFERT y

provocan la inhibicion de los microorganismos patdégenos.
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ANEXOS

Anexo 1. Elaboracion del aditivo zootécnico VITAFERT a escala de laboratorio.
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Anexo 2. Andlisis quimico de las muestras. Determinacion de la materia seca. Del
VITAFERT.
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Anexo 3. Evaluacion de la cinética del pH por 96 h del VITAFERT.
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Anexo 4. Halos de inhibicion producidos por el aditivo zootécnico VITAFERT en

presencia de Staphylococcus aureus.
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