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RESUMEN

En Colombia la industria avicola ha mostrado un crecimiento constante en los tltimos anos, sin embargo,
conforme con este aumento el uso de antibi6ticos para mantener la salud animal también se ha incrementado
ocasionando la aparicién de cepas resistentes tales como Escherichia coli, Salmonella y Campylobacter generando
un problema de salud publica. Multiples estudios han demostrado que el uso de bacterias dcido licticas (BAL)
con capacidad antimicrobiana puede ser empleadas en alimentacién animal, disminuyendo el uso de antibié-
ticos. Para el uso industrial de BAL es necesario encontrar medios de cultivos econémicos y adecuados para

la recuperacién y crecimiento de las cepas. Por lo cual, durante el presente estudio se buscard la concentracién
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adecuada de los sustratos leche de soya, suero de leche, aztcar y salvado de trigo que permitan el crecimiento
de BAL aisladas de intestino de gallinas para su posterior uso en alimentacién animal. Para esto, se realizaron
cinéticas de fermentacién a 24 h, tomando la viabilidad de las BAL cada 6 h durante 24 h. Se encontr6 que la
mejor concentracién de los sustratos donde se alcanzé una viabilidad similar al medio de cultivo comercial fue
15,76 g/L aztcar, 14,24 g/L suero de leche y 10,00 g/L de leche de soya, lo cual muestra que el uso de sustratos

alternativos para la elaboracién de medios de cultivo puede ser factible en la produccién de BAL.

Palabras clave: biotecnologfa, optimizacién, residuos agroindustriales.

ABSTRACT

XIn Colombia, the poultry industry has shown a constant growth in recent years, however, in line with this
increase, the use of antibiotics to maintain animal health has also been increasing, causing the appearance of
resistant strains such as Escherichia coli, Salmonella and Campylobacter, generating a public health problem.
Multiple studies have shown that the use of probiotic bacteria (LAB) with antimicrobial capacity can be used in
animal feed, reducing the use of antibiotics. For the industrial use of LAB, it is necessary to find economical and
adequate culture media for the recovery and growth of the strains. For this reason, during the present study, the
adequate concentration of the substrate soy milk, whey, sugar, and wheat bran will be sought to allow the growth
of LAB isolated from chicken intestine for their subsequent use in animal feed. For this purpose, 24 h fermen-
tation kinetics were performed, taking the viability of LAB every 6 h during 24 h. It was found that the best
substrate concentration where viability like the commercial culture medium was achieved was 15.76 g/L sugar,
14.24 g/L whey and 10.00 g/L soy milk, which shows that the use of alternative substrates for the elaboration of

culture media can be feasible in the production of LAB.

Keywords: Agro-industrial waste, biotechnology, optimization.

1. INTRODUCCION

En los procesos de cria de pollos, es comun el uso
de antibiéticos como promotores de crecimiento. Su
uso, busca la reduccién de la poblacién microbia-
na que causa enfermedades en las aves, presentando
beneficios para el avicultor. Entre estos beneficios
incluyen la mejora en ganancia de peso, en el indice
de conversién de alimento y la reduccién de la mor-
bilidad. Sin embargo, la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) recomienda no utilizar antibidticos
en animales sanos para estimular su crecimiento. El
uso indebido de los antibidticos en animales, es la
causa de la antibiorresistencia, que pone en riesgo la
salud humana y dificulta el control de las enferme-

dades (OMS, 2017).

Debido a lo anterior, en los dltimos afos se han
buscado tratamientos alternativos que mantengan la
salud de las aves, garantice su crecimiento y permitan
tener un sistema productivo estable. Entre estos, el uso
de microorganismos probidticos para el control de pa-
togenos ha ganado importancia. Los probidticos son
microorganismos capaces de inhibir el crecimiento de
algunos microorganismos patdgenos beneficiando la
microbiota que se encuentra en el intestino. Comun-
mente la mayoria de las bacterias dcido ldcticas (BAL)
se reconocen como probidticos, sin embargo, se han
encontrado propiedades similares en levaduras del gé-
nero Saccharomiyces. Estos microorganismos forman

parte de la poblacién beneficiosa del tracto digestivo,

Publicaciones e Investigacion. Bogotd - Colombia, edicion especial Expotech, julio - diciembre 2023 - ISSN: 1900-6608 e 25394088



Ana Karen de la Rosa, Andrea Visquez Garcia, Sandra Patricia Betancourt,
Edgar Nifio Andrade, Diego Fernando Bermtdez Medina, Keisy Stephani

Diaz Arce, Juan Alberto Ascacio, Liliana Londofio-Herndndez
Evaluacién de medios de cultivos para el crecimiento de bacterias acido ldcticas probiéticas

y su potencial uso en alimentacién de aves de corral

participan en procesos fermentativos, mejorando la
respuesta inmune y la asimilacién de algunos com-
puestos como los minerales (Tripathi & Giri, 2014).

Para el crecimiento de las BAL se requiere una
mezcla equilibrada de nutrientes (fuente de carbono,
nitrégeno y azufre, y factores de crecimiento) que en
concentraciones adecuadas y condiciones fisicas 6pti-
mas permiten el adecuado crecimiento de los microor-
ganismos (Caycedo ez al., 2021), entre esas condiciones
se encuentran la temperatura, grado de humedad, pre-
sién de oxigeno, grado correcto de acidez o alcalinidad
(Garcia et al., 2010). Teniendo en cuenta los requeri-
mientos de cada microorganismo en particular y de
los fines del investigador, se ha desarrollado una gran
variedad de medios de cultivo con diferentes propdsi-
tos y usos (Gémez & Batista, 20006).

También, es importante mencionar que después
de obtener un medio de cultivo que permita el cre-
cimiento de las BAL, es necesario proteger a los
microorganismos del medio externo garantizando
su disponibilidad, funcionalidad y liberacién en el
tiempo adecuado. Existen diversas técnicas usadas
para la formacién de las cdpsulas entre las cuales se
encuentran: spray drying, extrusién, lecho fluidiza-
do, coaservacién, cocristalizacién, entre otras. Asi
mismo, existen diferentes materiales que pueden ser
usados como encapsulantes (Dordevi¢ ez al., 2014;
Poshadri & Aparna, 2010). Por lo cual, durante el
presente estudio se buscé la concentracién adecuada
de los sustratos leche de soya, suero de leche, azticar y
salvado de trigo que permitan el crecimiento de BAL
aisladas de intestino de gallinas para su posterior uso

en alimentacién animal.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivar las cepas BAL

Se usé la bacteria 4cido lactica (BAL) F3G3M1-2
reconocida por pruebas bioquimicas API 50CHL
(Biomérieux - Francia) como Lactobacillus rhamnosus
aislada la fase anterior “Caracterizacién de microorga-

nismos probidticos aislados de gallinas criollas (Gallus

gallus domesticus) para la produccién de pollos de en-
gorde en el Valle del Cauca”. Para la experimentacién
la BAL se inoculé en caldo de cultivo comercial MRS

y se incubé a 37 °C durante 24 h.

2.2 Pardmetros de seleccién del medio de cultivo
La cepa L. rhamnosus fue probada en tres medios de
cultivo buscando encontrar las concentraciones adecua-
das de sustrato para el crecimiento de los microorganis-
mos. Las cinéticas de fermentacién se efectuaron en Er-
lenmeyer con 200 mL de medio experimental a 37 °C, en
agitacion constante en Shaker. Durante la fermentacién
se midieron el pH, azticares reductores y se realizé el con-
teo de células viables UFC/mL por diluciones sucesivas.
Se tomaron muestras a las 0, 6, 12 y 24 h. Los datos se
analizaron usando un disefio experimental de mezclas
de tres componentes con tres réplicas, teniendo como
variable respuesta la velocidad de crecimiento microbia-
no. Como medio de referencia se utilizé caldo MRS y
para los demds medios se variaron las concentraciones de
suero de leche, leche de soya y aziicar entre 10 — 20 g/L.
La eleccién del sustrato se realizé comparando el medio
patrén para el crecimiento de BAL (caldo MRS) con los
resultados obtenidos en los ensayos de células viables y
pH. Los rendimientos deben ser iguales o mayores a los

que se observen en el medio patrén.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la metodologia descrita se llevaron
a cabo 30 experimentos de acuerdo con lo propuesto
en el disefo de mezclas. Con los valores de viabilidad
obtenidos se calculé la velocidad de crecimiento mi-
crobiano encontrando que el valor mds alto fue de 0.47
h en el medio con 15 g/L suero de leche, 10 g/L leche
de soyay 15 g/L azicar. A las 24 h el valor mds bajo de
pH fue 4.72 para el medio con 15 g/L suero de leche,
15 g/L leche de soya y 10 g/L de azicar, mientras que
la concentracién mds baja de azdcares reductores fue
de 15.454 mg/L en el medio con 16,67 g/L suero de
leche, 11,67 g/L leche de soya, y 11,67 g/L azdcar. En
el medio de cultivo control se obtuvo una velocidad de
crecimiento de 0.30 h', un valor de pH 8.07 y azica-
res reductores de 101.72 mg/L a las 24 h.
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El andlisis estadistico para la variable respuesta
mostré diferencias significativas para la velocidad de
crecimiento con valores entre -0.27 — 0.47 h-1. El gri-
fico por componentes (Figura 1) muestra la tendencia
generada por cada material utilizado en el medio de
cultivo sobre la velocidad de crecimiento, encontrando
que tanto el azticar como el suero de leche tienen un
efecto positivo sobre la velocidad de crecimiento del
microorganismo, mientras que la leche de soya tiene
un efecto negativo, esto puede deberse a que la bac-
teria L. rhamnosus es capaz de metabolizar la lactosa

presente en el suero de leche y la sacarosa, sin embargo,

=xP0l=cH

no es capaz de metabolizar las fuentes de carbono ta-
les como rafinosa y estaquiosa presentes en la leche de
soya (Capurso, 2019; Petrut ez al., 2019). Asi mismo, el
microorganismo puede usar las proteinas del suero de
leche como fuente de nitrégeno. Resultados similares
encontraron Wang e /. (2020) quienes desarrollaron
un medio de cultivo para Lactobacillus rhamnosus LS-
8, indicando que a una concentracién de 62.5 g/L de
suero de leche, 50 g/L de jarabe de maltosa, 55 g/L de
licor de maiz, 1 g/L de NaCl y 0.05 g/L de lisina se
alcanza una concentracién de 4.5 x 10° UFC/mL a una

velocidad de 0.345 h'.
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Figura 1. Gréfica de rastreo de respuesta viabilidad ajustada vs. componentes del medio de cultivo. Fuente: elaboracién propia.

Asi mismo, para conocer el comportamiento de los
componentes del medio de cultivo sobre la viabilidad
del microorganismo, se realizé un gréfico de contorno

(Figura 2) donde las regiones en verde oscuro denotan

la mayor velocidad de crecimiento encontrando que a
una concentracién alta de azdcar y concentracién me-
dia de suero de leche y leche de soya se encuentran los

mayores valores de velocidad de crecimiento.

Azlcar
1

0,1
0,0
01
02
02

1
Suero de Leche

1
Leche de Soya

Figura 2. Grifica de contorno para la velocidad de crecimiento vs. componentes del medio de cultivo. Fuente: elaboracién propia.
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Aplicando la funcién de deseabilidad, para al-
canzar un valor éptimo de velocidad de crecimiento
microbiano del medio de cultivo comercial (0.30
h), se encontré que la concentracién adecuada de
los componentes es 15,76 g/L aztcar, 14,24 g/L sue-
ro de leche y 10,00 g/L de leche de soya, obteniendo
una velocidad de crecimiento estimada de 0.22 h' y

un ajuste del 74 %.

4. CONCLUSIONES

El uso de fuentes no convencionales para el desa-
rrollo de medios de cultivos industriales para el creci-
miento de bacterias 4cido ldcticas es posible, logrando
valorizar y aprovechar subproductos generados en la
agroindustria. Durante esta investigacién se optimizé
un medio de cultivo para el desarrollo de Lactobacillus
rhamnosus lo cual muestra el potencial para la produc-
cién de probidticos que puedan ser usados en la ali-

mentacién animal.
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