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RESUMEN

Se evalué la viabilidad de probidticos: Lactobacillus acidophilus (A) y
Lactobacillus casei (B) en suero de queso y leche descremada para posterior
tratamiento de gastroenteritis en cerdos. Se realizaron 8 tratamientos: suero
o0 alternativamente leche descremada pasterizados o esterillizados y
conservados a temperatura ambiente o refrigerada con 3 variantes,
mediante la adicion respectiva de 1 % de A, B y la mezcla en relacion 1:1.
La leche descremada se prepar6 al 9 % de sélidos totales y el suero se tomo
de la elaboracion de queso fresco de vaca. Los medios recién elaborados se
caracterizaron fisico-quimico y microbiol6égicamente y se realiz6 el ensayo de
viabilidad de los probidéticos a los 1, 7, 14y 28 dias para escoger la mejor
variante. Se utiliz6 Andlisis de varianza y Test de Duncan. El suero
pasterizado con la mezcla de los microorganismos, mantenido a temperatura
ambiente, resulté la variante mas promisoria por cumplir el limite de
viabilidad durante el tiempo evaluado, alcanzar valores de 102 ufc/g a los 14
dias y ser la mas econGmica.

Palabras claves: Viabilidad | probidticos | cerdos | gastroenteritis
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SUMMARY

The viability of probiotic: Lactobacillus acidophilus (A) and Lactobacillus
casei (B), was evaluated in serum of cheese and skim milk for
gastroenteritis treatment in pigs. They were carried out of 8 treatments:
pasteurized or sterilized and conserved at ambient or refrigerated
temperature serum and skim milk altenatively, with 3 variants, by means of
addition 1 % of A, B and mixture in relationship 1:1 respectively. The skim
milk was elaborated to 9 % of total solids and the serum was obtained of the
elaboration of fresh caw cheese. The products elaborated were characterized
by means of physical-chemical, microbiological and viability analyses to the
1, 7, 14, 21 and 28 d, this allowed choose the best variant. It was used
variance analyses and Duncan test. Pasteurized serum with probiotic mixes
at ambient temperature was the most promissory variant, due to it was
reached the limit of viability during evaluated period, it overcame 10® ufc/g
at 14 d and being the most economic.

Keywords: Viability | probiotics | pigs | gastroenteritis

INTRODUCCION

En Cuba el 64 % de las muertes en crias intensivas de cerdos pequefios es
conferido a enfermedades gastrointestinales, lo que ha conllevado a trazar
estrategias dirigidas a la resolucion de esta problematica (1). Es por ello que
se ha acudido a la introduccibn de microorganismos probidticos en la
alimentacion de los mismos con resultados satisfactorios, tomando un
especial interés el empleo de Lactobacillus acidophilus (A), Lactobacillus
casei (B) y mezclas de ambos (2). El objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad de fermentacién y viabilidad de los cultivos A y B en suero de
queso Yy leche descremada, como medio para su empleo posterior en la
prevencion y tratamiento de la gastroenteritis en cerdos jovenes.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon: leche descremada fluida, suero dulce de leche de vaca,
cultivo de Lactobacillus acidophilus LA y Lactobacillus casei S.

Se realizé un disefio factorial con 24 experimentos y 8 tratamientos: suero o
alternativamente leche descremada sometidos a tratamientos de
pasterizacion o esterilizacion y conservados a temperatura ambiente (30 ©C)
o refrigerada (4 ©C) con 3 variantes, mediante la adiciéon de A, B y la mezcla
de ambos, respectivamente. Se realizaron 3 réplicas por cada experimento.
Como resultado de trabajos precedentes, se empled el 1 % de in6culo de las
bacterias y la relacion 1: 1 en la mezcla (3).

Se preparoé la leche descremada al 9 % de sélidos totales (4) y el suero se
tomo con pH alrededor de 6,3 (12). La pasterizacion se realizé a 95 °C por 5
min y la esterilizacién a 120 ©C por 10 min. Los medios se envasaron en
erlenmeyers de 100 mL y se caracterizaron mediante los analisis: acidez (5),
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pH (6), sélidos totales (7), grasa (8), proteinas (9), coliformes totales y
fecales (10), hongos y levaduras viables (11) y la viabilidad de los
microorganismos en estudio.

Se realizé el ensayo de viabilidad individual de las bacterias a los 1, 7, 14,
21 y 28 dias. Los recuentos en placas se efectuaron en medio agar MRS. Los
resultados fueron expresados en notacion logaritmica en cada tiempo de
conservacion evaluado.

Como criterio de seleccidn se tuvo en cuenta la variante que: cumpliera con
el limite exigido de viabilidad 10° ufc/g (concentracién minima, que garantiza
la incidencia favorable en los indicadores de mortalidad en los cerdos) (1),
alcanzara la mayor viabilidad y a su vez, resultara méas econdOmica. Se
realiz6é un previo analisis de la normalidad de los datos y homogeneidad de
la varianza, luego se utilizé el analisis de varianza de clasificacion simple y
la prueba de rangos multiples de Duncan.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores obtenidos como resultado de la evaluacion de los indices fisico-
quimicos en el suero y la leche descremada inoculados coinciden con las
normas establecidas para los mismos y con los obtenidos en trabajos
anteriores (3,12). Los resultados de los indices microbiolégicos para los
productos elaborados denotan, al inicio de los experimentos, excelente
calidad higiénico-sanitaria y viabilidad por encima del limite exigido (10°
ufc/qg).

Las Tablas 1 y 2 muestran los resultados del Analisis de Varianza realizado
para el suero pasterizado y esterilizado.

Tabla 1. Analisis de varianza realizado para el suero pasterizado

Suma de Cuadrado

Fuentes de Variacion cuadrados g/l Medio F P
Temperatura 33,323 1 33,323 864,791 ,000
Tipo de microorganismo 3,286 2 1,643 42,635 ,000
Tiempo 573,007 4 143,252  3717,606 ,000
Temperatura * tipo de 0947 2 473 12,282,000
microorganismo
Temperatura * tiempo 135,291 4 33,823 877,753 ,000
Tipo de microorganismo* tiempo 17,587 8 2,198 57,051 ,000
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Tabla 2. Analisis de varianza realizado para el suero esterilizado

Fuentes de Variacion cigdmraac(ijgs g/l Clﬁg{;?odo F P
Temperatura 6,451 1 6,451 189,445 ,000
Tipo de microorganismo 1,307 2 0,654 19,193 ,000
Tiempo 103,963 5 20,793 610,647 ,000
Temperatura * tipo de 1892 2 946 27,781 000

microorganismo

Temperatura * tiempo 30,240 4 7,560 222,029 ,000
Tipo de microorganismo* tiempo 12,613 8 1,577 46,302 ,000
Temperatura * tipo_de 7540 7 1077 31636 ,000

microorganismo* tiempo

Tanto para el suero pasterizado y esterilizado,

diferencias altamente significativas, es decir

que

como para la leche
descremada pasterizada y esterilizada, la probabilidad de error (p) es
siempre < 0,001. Esto indica que para todas las fuentes de variaciéon hay

significativamente de acuerdo con el tratamiento térmico, tipo
conservacion, tipo de microorganismo empleado, tiempos de analisis y a la

interaccién entre ellos.

Tabla 3. Comparacion de la viabilidad de los microorganismos
correspondiente al suero pasterizado

la viabilidad varia

de

Temperatura Tipo de Tiempo (dias)
conservacion microorganismo 1 v 14 21 28
L. acidophilus 6,62 ghi 7,28 Im 742mn 582e 480a
ambiente L. casei 6,76 hij 7,50mno 7,700 7,04kl 4,20a
mezcla 578 e 7,36 mn 8,64 p 6,68 hi 5,60 a
L. acidophilus 6,82 ijk 7,08kl 7,52mno 6,52gh 4,00b
refrigerado L. casei 6,50 gh 6,98 jk 7,34mn 758n0 4,30c
mezcla 6,2 f 6,4 fg 7,54 mno 858p 5,40d
Letras diferentes indican diferencias significativas para a < 0,05
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Los resultados de la comparacion de las medias de la viabilidad de los
microorganismos correspondientes al suero pasterizado y esterilizado se
presentan en las Tablas 3 y 4 respectivamente.

Tabla 4. Comparacion de la viabilidad de los microorganismos
correspondiente al suero esterilizado

Temperatura Tipo de Tiempo (dias)

conservacion  microorganismo 1 7 14 21 28
L. acidophilus 6,76 fgh 7,58 jki 7,80 | 592c 4,26 a
ambiente L. casei 6,70 fg 742j 768jk 7,801 512b
mezcla 6,34 d 6,70 fg 8,82 m 7,46 | 5,16 a
L. acidophilus  6,52def  7,00hi 7,65kl 7,781 6,60 efg
refrigerado L. casei 6,70 fg 7,08 i 750k 7,62jkl 6,38de
mezcla 6,70 fg 6,82 gh 7,74 Kkl 8,72m 6,40 de

Letras diferentes indican diferencias significativas para a < 0,05

Se observa en ambas tablas que la mezcla de microorganismos mostré el
mejor comportamiento, pues no solo alcanzé el limite de viabilidad
establecido durante el ensayo (1), sino que también alcanzé niveles
maximos por encima de 102 ufc/g a los 14 dias tanto en el suero pasterizado
como esterilizado mantenidos a temperatura ambiente y a los 21 dias tanto
en el suero pasterizado como en el esterilizado refrigerados, con diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos. Esto demuestra un
sinergismo favorable entre los microorganismos involucrados en la mezcla.

Los contaminantes microbioldégicos evaluados resultaron negativos para
todas las variantes del suero analizadas, denotando buena calidad higiénico-
sanitaria durante el periodo evaluado.

Se selecciond en el caso del suero, la variante pasterizada ambiente con la
mezcla de los microorganismos, pues cumple con el minimo de viabilidad
establecida y alcanza valores por encima de 108 ufc/g a los 15 dias e implica
menos gasto de energia, al no involucrar en su elaboracion esterilizacion, ni
refrigeracion.

En las Tablas 5 y 6 se presentan los resultados del Andlisis de Varianza
correspondientes a la leche descremada pasterizada y esterilizada,
empleadas en este trabajo.
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Tabla 5. Analisis de varianza realizado para la leche descremada

pasterizada

L., Suma de Cuadrado

Fuentes de Variacion cuadrados g/l Medio F P
Temperatura 616,228 1 616,228 15632,641 ,000
Tipo de microorganismo 2,403 2 1,201 30,479 ,000
Tiempo 718,276 4 179,569 4555,356 ,000
Temperatura * tipo de 3321 2 1661 42127 000

microorganismo
Temperatura * tiempo 287,767 4 71,942 1825,040 ,000
Tipo de microorganismo* 8.841 8 1105 28,034 000
tiempo

Temperatura * tipo de 5 479 8 685 17,373,000

microorganismo* tiempo

Tabla 6. Andlisis de varianza realizado para la leche descremada esterilizada

Suma de I

Cuadrado

Fuentes de Variacion cuadrados Medio F P
Temperatura 313,323 1 313,323 18642,791 ,000
Tipo de microorganismo 3,286 2 1,643 42,635 ,000
Tiempo 678,007 4 154,252 3728,606 ,000
Temperatura * tipo de 2.047 2 0573 30382 000

microorganismo
Temperatura * tiempo 138,297 4 63,723 1815,754  ,000
Tipo de microorganismo* 6,587 8 1,199 14052 .00
tiempo

Temperatura * tipo_de 3,666 8 258 12,869 000

microorganismo* tiempo

De manera similar al comportamiento del suero pasterizado y esterilizado,
en la leche descremada bajo los tratamientos térmicos practicados, la
probabilidad de error (p) es siempre < 0,001, lo que indica que para todas
las fuentes de variacion hay diferencias altamente significativas, es decir
al tratamiento
térmico, tipo de conservacioén, tipo de microorganismo empleado, tiempos

que la viabilidad varia significativamente de acuerdo:

de andlisis y a la interaccion entre ellos.
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Los resultados del Test de Duncan para discriminar las diferencias entre las
medias correspondientes en cada caso se presentan en las Tablas 7 y 8
respectivamente.

Tabla 7. Comparacion de la viabilidad de los microorganismos
correspondiente a la leche descremada pasterizada

Temperatura de ~ Tipo de Tiempo (dias)
conservacién  microorganismo 1 ; ” 1 o8
L. acidophilus  8,34m 200c Oa Oa Oa
ambiente L. casei 862n 190b  Oa Oa 0a
mezcla 8,54n 3,00d Oa Oa Oa

L. acidophilus 8,00k 7,82jk 7,30 h 6,45 f 500e

refrigerado L. casei 801k 7,95j 7,37hi 667f 520e

mezcla 8,08 k 7,621 7,50 i 7,279 535e

Letras diferentes indican diferencias significativas para a < 0,05

Tabla 8. Comparacion de la viabilidad de los microorganismos
correspondiente a la leche descremada esterilizada

Temperatura de ~ Tipo de Tiempo (dias)
conservaciéon  microorganismo 1 . 14 1 28
L. acidophilus 9,00h 250a Oa Oa Oa
ambiente L. casei 909h 200b Oa Oa 0Oa
mezcla 9,10h 3,00b Oa Oa O0a
L. acidophilus 8,80 ¢ 8,41f 7,78de 7,60d 6,52 c
refrigerado L. casei 8879 8779 7,75d 7,58d 6,38c
mezcla 8,89gh 8,33f 8,18ef 7,70d 6,40 c

Letras diferentes indican diferencias significativas para a < 0,05

Para la leche descremada pasterizada refrigerada se cumple que todas las
variantes sobrepasan los conteos minimos de 10° ufc/g. En el caso de la
leche descremada pasterizada y esterilizada ambiente, desde los 7 dias no
se garantizé el minimo exigido de 10° ufc/g, probablemente debido a que la
leche presenta mayor cantidad de proteinas que el suero y ocurre una mayor
proteolisis a temperatura ambiente, por lo que se alcanza mas rapido la
etapa de muerte celular donde los propios metabolitos producidos por los
microorganismos, se convierten en inhibitorios para su crecimiento (13).
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Todas las variantes correspondientes a la leche descremada esterilizada
refrigerada, alcanzaron valores por encima del limite exigido (10> ufc/g)
durante todo el tiempo evaluado. En este caso la temperatura de
conservacion hace mas lento el metabolismo de las bacterias
inoculadas (13). La leche descremada esterilizada refrigerada con la
inoculacion de la mezcla de microorganismos, fue la Unica que mantuvo
valores por encima de 10° ufc/g hasta los 14 dias, a diferencia de las
otras variantes, que exclusivamente la mantuvieron hasta los 7 dias e
incluso que las variantes de la leche descremada pasterizada refrigerada que
unicamente alcanzaron estos valores el primer dia.

Los contaminantes microbiolégicos correspondientes a la leche descremada
resultaron negativos para todas las variantes analizadas durante el periodo
evaluado, denotando buena calidad higiénico-sanitaria.

Luego de todos los analisis anteriores, se selecciond la variante del suero
pasterizado ambiente con la mezcla de las bacterias utilizadas, porque no
solo cumple con el limite exigido y alcanza valores de 10 ® ufc/g a los 14
dias, sino que al incurrir en menos gastos de materias primas y energéticos
por su tratamiento térmico y temperatura de conservacion resulta la mas
economica.

CONCLUSIONES

1. Los mayores conteos, del orden de 10® ufc/g, se obtuvieron con la
mezcla de microorganismos en el suero pasterizado y esterilizado
ambiente a los 14 dias y en el suero pasterizado y esterilizado
refrigerado a los 21 dias.

2. Con la leche descremada como sustrato pasterizada y esterilizada,
mantenidas a temperatura ambiente, no se alcanzan los valores de 10°
ufc/g después del primer dia de inoculadas.

3. En la leche descremada pasterizada refrigerada, todas las variantes
mantienen conteos minimos de 10° ufc/g durante el tiempo evaluado y
solo alcanzan los niveles de 10® ufc/g el primer dia.

4. Para todas las variantes correspondientes a la leche descremada
esterilizada refrigerada, se mantienen conteos por encima de 10° ufc/g,
pero solo se logran conteos mas elevados hasta los 14 dias en la que
contiene la mezcla de microorganismos.

5. Se selecciono la variante suero pasterizado mantenido ambiente como la
mas promisoria por mantener los requerimientos de viabilidad durante el
tiempo evaluado, alcanzar valores de 10® ufc/g a los 14 dias y ser la
mas economica.

RECOMENDACIONES

Se recomienda darle continuidad a esta investigacion con la aplicacion de la
variante suero pasterizado mantenido a temperatura ambiente en el
tratamiento de la gastroenteritis en cerdos.
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