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Resumen.

Se realiz6 la evaluacion de la estabilidad de un cultivo de Bacillus subtilis(C-
34) para su uso, posteriormente, como probiético en pollos. El cultivo fue
reactivado bajo las mismas condiciones de aerobiosis por un periodo de 72
horas para favorecer la esporulaciéon en dos medios: medio tradicional (caldo
nutriente enriquecido) y medio modificado (Pérez, 2000). Posteriormente se
realiz6 durante 84 horas una dinamica de crecimiento del cultivo,
cuantificandose conteo de totales y de endosporas. La respuesta obtenida fue
superior en el medio modificado, seleccionandose este para la elaboracion del
producto probiotico, al cual se le realizaron los estudios de estabilidad a
temperatura ambiente y en refrigeracion. Para ello se determinaron indicadores
microbioldgicos y quimicos por un periodo de tres meses. El pH y el porcentaje
de endosporas se mantuvieron estables para ambas condiciones de
almacenamiento y los indicadores microbiolégicos evaluados: conteo de
Enterobacterias, Levaduras y Lactobacillus resultaron negativos, después se
tomaron muestras del producto, a las cuales se le practicaron andlisis de
calidad microbiolégica como: conteo de coliformes totales y fecales,
salmonelas, entre otros, los que evidenciaron su calidad y la posibilidad de
almacenarlo a temperatura ambiente. La estabilidad de los cultivos de Bacillus
subtilis en relacién con el pH, el conteo de endosporas y calidad microbiol6gica
demuestran su posible uso como probidtico en aves.
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Abstract
The evaluation of the stability of Bacillus subtilis strain (C 34) for his use as pro-
biotic in chickens was made. Cultivation was reactivated under aerobic
conditions for a period of 72 hours to favor the sporulation in two medium:
Traditional( broth enriched nutrient ) and modified medium (Pérez, 2000). At a
later time, a dinamic count of totals cells and endospore during 84 hours of
growth was development. The obtained answer was highter in the modified
medium, wich was selectet this for

ct, to make analysis of microbiological quality like count of total and

iformes, salmonelas, among others. They evidenced his quality and

ility to store at ambient temperature. The stability of Bacillus subtilis



relating to pH, endosporas count and microbiological quality demonstrate his
possible use like probiotic in birds.
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INTRODUCCION

Debido en gran medida a los altos precios a que se comercializan los productos
probioticos en el Mercado Internacional, ha sido interés y objetivo de varias
instituciones y grupos de investigacion en el pais, el desarrollo de tecnologias
econdmicamente viables que permitan la obtencion de aditivos biolégicos con
propiedades probidticas para su empleo en la produccion animal (Laurencio et
al., 2005; Pérez et al., 2007)

En tal sentido algunos cultivos del género Bacillus y sus endosporas, estan
recibiendo atencién por el efecto probidtico que brindan sobre el balance de la
microflora intestinal, la mejora en la digestién y absorcién de los alimentos, la
mayor eficacia en la conversion alimenticia y los mejores rendimientos
productivos, principalmente, en aves (Guillot, 2000; Spinosa et al., 2000; La
Ragione et al., 2001; Jadamus et al., 2001 y Duc et al., 2003).

Se conoce que en la avicultura mundial, se emplean cultivos probidticos a base
de Bacillus y sus endosporas como inmunomoduladores y mejoradores de la
fisiologia digestiva, los cuales pueden contribuir a una mejor expresion de los
indicadores productivos y de salud.

Antes de elaborar cualquier probiodtico es imprescindible aislar y evaluar las
cepas a utilizar. Todo esto exige una refinada tecnologia que garantice los
efectos deseados en los animales con gran estabilidad (Laurencio et al., 2002;
Gonzales y Gonzales- Martinez, 2006)

Los probidticos para ser eficientes deben tener entre otros aspectos una alta
concentracion, resistencia a acidos gastricos y jugos biliares, alta capacidad de
adhesion y colonizacién, viabilidad comprobada, presentacion que les permita
llegar vivos al sitio de actuacion (por ejemplo: intestino), antagonismo contra las
bacterias patdgenas, y por supuesto los microorganismos utilizados no deben
ser patégenos o producir sustancias toxicas (Salminen 2005; Milian et al.,
2005).

Los probidticos tienen que ser microorganismos que ademas de cumplir con los
requisitos anteriormente mencionados deben ser capaces de soportar las
condiciones de la produccion industrial y mantener gran parte de su viabilidad
durante el almacenamiento, en muchas ocasiones en refrigeracion o
congelacion. De no ser asi, de nada servirA que un alimento contenga
microorganismos promotores de la salud del consumidor ya que no podra
ejercer sus efectos beneficiosos por estar lesionados o muertos. (Gonzéles vy
Gonzéles-Martinez, 2006)

El objetivo del presente trabajo fue Obtener un probid6tico para uso en pollos a
partir de un cultivo de Bacillus subtilis (C-34),asi como evaluar la estabilidad del
mismo en el tiempo .



METODOS Y PROCEDIMIENTOS

Técnicas y procedimientos generales.
Obtencion del Preinéculo.

EL cultivo fue reactivado para su estudio bajo las mismas condiciones en dos
medios de cultivo, el medio tradicional en Caldo Nutriente enriquecido para el
crecimiento de Bacillus sp (Herrera, 1985 y HISPANLAB, 1998) y el medio
modificado por Pérez, (2000). La composicion de los medios empleados se
muestra en la Tabla 2.1.

Para la obtencion del preindculo se preparé 1 L de cada medio de cultivo, en
los cuales el microorganismo tratado se desarroll6 en condiciones de
aerobiosis. El cultivos se mantuvo durante 72 horas en una Zaranda Orbital a
37 °C y 125 rpm, con el objetivo de obtener un cultivo en condiciones de
esporulaciéon pues esta es el modo en que se evalla el efecto probiotico del
mismo (Pérez, 2000).

Tabla 2.1. Composicién de los medios utilizados.

Medio Tradicional Medio Modificado

Peptona Bacterioldgica

6% Miel proteica 5%

Triptona 4%

Extracto de Levadura|Peptona bacterioldgica
3% 3%

Extracto de Carne 1.5% |CaCl, 0.1%
Glucosa 1% -

Los medios de cultivo utilizados para las determinaciones
microbiolégicas.
Segun Harrigan y Mc. Cance, (1968)

e Conteo de Enterobacterias: Agar Mac Conkey .

e Conteo de Levaduras: Agar Extracto de Levadura-Dextrosa-

Cloranfenicol.
e Conteo de Lactobacillus sp: Agar MRS.
e Conteo de espora de Bacillus sp: Agar Nutriente.

Dinamica de la obtencion de un cultivo probiotico de Bacillus subtilis
C-34.

Una vez obtenido el preinéculo se monto una dinamica de crecimiento del
cultivo cuantificandose conteo de totales y de endosporas en el medio
tradicional y el modificado, para determinar la respuesta biologica de la cepa de
B. subtilis C-34 en ambos medios. Para el conteo de totales las muestras
fueron tomadas cada 4 horas durante 24 horas de establecido el cultivo. El



conteo de endosporas se realiz6 desde las 24 y hasta las 84 horas, en este
caso los muestreos se hicieron cada 12 horas.

Para efectuar los conteos totales y de endosporas se tom6 1ml de muestra de
cada medio de cultivo y se hicieron diluciones seriadas (Stainer, 1996).
Seguidamente se sembraron en placas Petri. La siembra se realizé a las
diluciones: 10%°10™*, 10™% 10*% 10%*10%. En el caso particular de las
endosporas, antes de realizar la siembra se someti6 la muestra a un
tratamiento térmico a 65° C durante 5 minutos para eliminar toda forma
vegetativa (Pérez, 2000). Una vez realizada la siembra se incubaron las placas
a una temperatura de 37° C por un periodo de 24 h, una vez concluido el
tiempo de incubacion se procedioé al conteo.

Evaluacion de la estabilidad de un cultivo de Bacillus subtilis C-34.
Desarrollo de la fermentacion.

A partir de los resultados de los andlisis practicados al cultivo desarrollado en el
medio tradicional y el modificado por Pérez, (2000) se selecciond el medio
modificado para realizar el proceso de fermentacién, teniendo en cuenta que en
este medio el cultivo de B. subtilis (C-34) mostro una mejor respuesta y por otra
parte es un medio menos costoso.

La fermentacion se realiz6 durante 72 horas con el objetivo de que el
microorganismo pase de la forma vegetativa a la forma esporulada (Pérez,
2000). Una vez concluido el tiempo de fermentacién el producto quedd
terminado.

El biopreparado probiotico obtenido a partir del cultivo se envasé en frascos
color ambar de 500 ml de capacidad efectiva. Fueron colocados por cada
cultivo de B. subtilis (C-34, C-31 y E-44) 15 frascos a temperatura ambiente
(27-32 °C) y 15 en refrigeracion (4-8 °C) para su almacenamiento y evaluacion
de la estabilidad de los mismos.

Evaluaciéon de la estabilidad del cultivo.

Este estudio se realizd por un periodo de tres meses con el objetivo de evaluar
la estabilidad de los cultivos probiéticos almacenados a temperatura ambiente y
en refrigeracion. Durante la primera semana del experimento, se determinaron
diariamente varios indicadores microbiolégicos y se determiné el pH, A partir de
este momento los analisis de pH e indicadores microbioldgicos se realizaron de
forma mensual.

Para la determinacion de endosporas de Bacillus se procedié de igual forma
gue en el ensayo anterior y la siembra en las placas Petri se realiz6 con una
dilucién de 10, Para conteo de Enterobacterias y Lactobacillus, se empleé la
misma dilucién y las placas inoculadas se colocaron en condiciones de
anaerobiosis. En caso del conteo de levaduras se utilizaron las diluciones: 107,
10° y 10 . Una vez realizada la siembra se incubaron las placas a una



temperatura de 37° C por un periodo de 24 h, al final del cual se procedi6 al
conteo.

Analisis de la calidad Microbiolégica a los cultivos de Bacillus subtilis C-34.

Una vez concluidos los tres meses en que se almaceno el producto probiotico
se tomaron muestras de los cultivos almacenados a temperatura ambiente y en
refrigeracion, para realizarles andlisis de calidad microbiolégica. Los analisis
practicados fueron:

e Conteo total de microorganismos aerobios termdfilos viables.

e Recuento de esporos anerobios.

e Recuento de esporos aerobios mesofilos (después de someter la
muestra a 80 °C por 5 minutos).
Recuento de Enterobacterias totales.
Recuento de Coliformes totales.
Recuento de Coliformes fecales.
Recuento de Pseudomona aeruginosa.
Recuento de Staphylococcus auereus.
Recuento de Salmonella.
Conteo de mohos viables.
e Conteo de levaduras viables.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dindmica de la obtencion de un cultivo probiético de Bacillus subtilis C-
34.

Para evaluar la obtencion y el comportamiento del preindculo en diferentes
medios se realiz6 un estudio de varios indicadores microbiolégicos. Se
probaron varias diluciones seriadas para los conteos totales y de endosporas,
siendo la mas efectiva la dilucion 10, la cual fue empleada durante todo el
estudio para estos conteos. La dinamica del conteo de totales durante el tiempo
de fermentacion se muestra en la Figura 3.1 Se observa que a partir de las 4
horas se evidencia un crecimiento exponencial en el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) de Bacillus subtilis C-34 en ambos medios,
resultado este que se corrobora con lo expuesto por (Mayea et al., 1997 y
Madigan et al., 1997) como el comportamiento normal de este género
microbiano.

Si comparamos el desarrollo del preinéculo en el medio modificado con
respecto al medio tradicional, el crecimiento fue superior en el medio
modificado, detectandose un mayor numero de UFC de B. subtilis C-34 durante
todo el periodo evaluado. Similares resultados fueron obtenidos por (Pérez,
2000), cuando estudio el comportamiento de una cepa de Bacillus subtilis (E-
44) en este mismo medio.

El comportamiento de la dindmica de fermentacion a partir de las 4 horas de
establecido el cultivo, refleja un incremento significativo de los bacilos en el
medio modificado, como se muestra en la Figura 3.1, resultado que fue
corroborado a travées del andlisis estadistico realizado a los datos
experimentales (Tabla 3.1). Estos resultados coinciden con lo obtenido por



(Pérez, 2000), lo que demostr6 la posibilidad de usar este medio modificado
para la obtencién de un cultivo con fines probidticos.

Los resultados alcanzados indican que las mieles proteicas, asi como el
hidrolizado de crema de levadura de destileria de alcohol, como sustituto de la
glucosa, y el extracto de levadura reactivo, incorporan un grupo de nutrientes
gue le permiten a este grupo microbiano su incremento, elemento este
favorable para la obtencion de un preinéculo que puede ser empleado en la
elaboracion de productos probidticos con componentes de origen nacional.
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Figura 3.1. Dindmica del conteo de totales del cultivo C-34 en los medios
tradicional y modificado.

Tabla 3.1. Analisis estadistico del conteo de totales del cultivo C-34 en los
medios tradicional y modificado.

Medio

Medio Tradicional Modificado

3.31+4.0ns 3.66+4.0ns
3.53+0.92 430 +1.9°
4.31+19° 5.89 +1.3°

5.01 +1.3% 6.55 + 0.9"
5.65 + 1.6° 8.05 + 0.9"
6.18 + 0.9° 8.41+1.6°
6.26 + 1.0? 8.75 +1.0°

Los valores representan la media de dos experimentos con 3
réplicas cada uno. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) segin Prueba de
Rangos Mudltiples de Duncan.



A partir de las 24 horas de establecido el cultivo que se empleara como
preinéculo, se realizo un estudio del proceso de formacién de endosporas tanto
en el medio tradicional como en el modificado. En la dinamica obtenida se
observa que a partir de las 36 horas se produce un incremento significativo de
las UFC en el medio modificado, como se muestra en la Figura 3.2. Estos
resultados fueron corroborados a través del analisis estadistico realizado a los
datos experimentales. Se detectaron diferencias significativas entre las
cantidades de UFC obtenidas en ambos medios a partir de las 36 horas de
establecido el cultivo en todas las evaluaciones realizadas durante el tiempo en
gue se llevé a cabo el estudio (Tabla 3.2). A partir de las 72 horas el nUmero
de endosporas obtenidas en los dos cultivos se mantuvo practicamente
constante, lo que se corresponde con lo planteado por Pérez, (2000), por lo
cual se realizaron los ultimos conteos a las 84 horas.
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Figura 3.2. Dindmica del conteo de endosporas del cultivo C-34 en el medio
tradicional y modificado.

Tabla 3.2. Andlisis estadistico del conteo de endosporas del cultivo C-34 en los
medios tradicional y modificado.

Medio Medio
Tradicional Modificado

1.81+£0.2ns 2.26 £0.2 ns
227+1.3° 5.03 +1.3"
432 +1.6° 6.28 + 0.7"
5.44 +0.7° 7.75+0.9°
6.59 +0.9° 8.25 +0.2°
7.02+0.2° 8.31+1.6°

Los valores representan la media de dos experimentos con 3
réplicas cada uno. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) segln Prueba de
Rangos Mdltiples de Duncan.



Como se conoce el uso de probidticos a partir del género Bacillus es en forma
de endosporas, debido a la factibilidad de su obtencién industrial, conservacién
y almacenamiento. Ademas de la capacidad que tiene de estimular el sistema
inmunologico, produccion de sustancias antimicrobianas, enzimas de tipo
proteoliticas, aminoliticas y otras, ademas de estimular los procesos digestivos
a nivel del tracto gastrointestinal (Casula y Cutting, 2002 y Barbosa et al.,
2005). Existen cultivos de Bacillus en formas esporuladas que se han
conservados por mas de 20 afios (Madigan et al., 1997). Los resultados
obtenidos muestran que se pueden obtener un mayor nimero de endosporas
de Bacillus subtilis C-34 y en un menor tiempo con el empleo del medio
modificado, las cuales pueden ser conservadas y almacenadas con el propdsito
de elaborar diversos productos probiéticos, para su empleo en la produccién
animal.

Evaluacion de la estabilidad de un cultivo de Bacillus subtilis C-34

Tomando como base los resultados del ensayo anterior se realizé una
fermentacion empleando un cultivo de Bacillus subtilis C-34 en el medio de
cultivo modificado, en el cual se obtuvieron los mayores conteos totales y de
endosporas. La fermentacion se llevé a cabo por un periodo de 72 h con el
objetivo de que el microorganismo pase de la forma vegetativa a la forma
esporulada (Pérez, 2000). Una vez concluido el tiempo de fermentacion el
producto quedd terminado, fue envasado y los frascos fueron almacenados a
temperatura ambiente (27-32 °C) y en refrigeracién (4-8 °C).

A partir de este momento y durante los siguientes 7 dias se realiz6 un estudio
con el objetivo de determinar la estabilidad producto. Se evaluaron varios
indicadores microbioldgicos en cultivos desarrollados a temperatura ambiente y
en refrigeracion. Se probaron varias diluciones seriadas para los conteos de
Enterobacterias, Lactobacillus y Levaduras, empleandose finalmente una
dilucién de 10™*° para los dos primeros y 107 para el conteo de Levaduras. Los
resultados obtenidos fueron negativos para el conteo de Enterobacterias,
Levaduras y Lactobacillus sp, lo cual constituye un indicativo de la estabilidad
del cultivo desarrollado en ambas condiciones.

Durante este periodo se evaluaron ademas el nimero de endosporas y el
comportamiento del pH.

En la Figura 3.3 se muestran los conteos de endosporas realizados a los
cultivos desarrollados a temperatura ambiente y en refrigeracion. El
comportamiento es similar en los dias 1 y 2, posteriormente se observa un
decrecimiento en el conteo de endosporas elemento que nos indica la
estabilidad en el tiempo del cultivo de Bacillus subtilis C-34.
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Figura 3.3 Conteo de las endosporas en el tiempo.

El comportamiento del pH se muestra en la Figura 3.4, observandose de forma
general mayores valores en condiciones de temperatura ambiente, esta
diferencia es mas marcada a partir del dia 3 y se mantiene durante los dias
siguientes.

La existencia de mayores valores de pH en el producto probidtico a
temperatura ambiente pudiera estar relacionado con la germinacién de
endosporas, producciéon de metabolitos secundarios y la hidrdlisis de proteinas
desarrolladas por estas células viables con el aporte de compuestos que hacen
el pH menos acido, aunque este hecho no esta totalmente dilucidado.
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Figura 3.4. Comportamiento del pH en las diferentes condiciones de
almacenamiento.

Una vez concluida la primera semana de almacenamiento del producto
probidtico, se evalué de forma mensual durante los proximos 3 meses de
almacenamiento el comportamiento del pH y del nimero de endosporas.

Los resultados obtenidos no reflejan diferencias estadisticamente significativas
entre ambas condiciones de almacenamiento en el comportamiento del pH
como se muestra en la Tabla 3.3, elemento este que reviste gran significacion
para una adecuada conservacion de los productos probiéticos (Gonzalez y
Gonzalez-Martinez, 2006).



Tabla 3.3. Comportamiento del pH durante 3 meses de almacenamiento.

Mes 1 3
Comportamiento del pH en
refrigeracion

4.52+0.1 4.51+0.1

Comportamiento del pH a
temperatura ambiente

Los valores representan la media de dos experimentos con 3 réplicas cada uno.
Las medias fueron comparadas segun Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan.

6.88+0.1 6.89+0.1

En la Tabla. 3.4 se presentan los conteos de endosporas en ambas
condiciones de almacenamiento. En todos los casos se observa conteos
similares a los obtenidos después de trascurrida una semana, no existiendo
diferencias estadisticamente significtivas entre las dos condiciones de
almacenamiento. Este resultado resulta de gran importancia ya que es
imprescindible para un adecuado almacenamiento de un producto probiético
gue el por ciento de endosporas se mantenga estable, debido a que estos
normalmente tienen que permanecer en las areas de produccion o en
instalaciones que en muchas ocasiones no cuentan con condiciones para el
almacenamiento de los productos que no seran usados rapidamente y
requieran refrigeracion. Las endosporas por ser estructuras de resistencia de
los Bacillus se mantienen viables durante largos periodos de tiempo lo que
facilita su empleo practico como probidtico en la produccién avicola (Dunne et
al., 2001; Milian et al., 2005; Gonzéalez y Gonzalez-Martinez, 2006).

Tabla 3.4. Conteo de endosporas a diferentes condiciones de almacenamiento
durante los 3 meses.

Mes
Conteo de endosporas en

Refrigeracion
Conteo de endosporas
Temperatura Ambiente.

Los valores representan la media de dos experimentos con 3 réplicas cada uno.
Las medias fueron comparadas segun Prueba de Rangos Mdltiples de Duncan.

Aunque los resultados obtenidos resultan alentadores, debemos plantear que
por la importancia que tiene este aspecto dentro del proceso de produccion, se
requiere seguir profundizando en estos estudios, tanto desde el punto de vista
tedrico como practico, buscando alternativas que permitan la obtencion de
preparados probiodticos de mejor calidad.

3.3 Anélisis de la calidad Microbioldgica al cultivo de Bacillus subtilis (C-
34).

La observacién al microscépico a partir de una preparacion de Gram mostro
gue existen formas bacilares y abundantes estructuras esporuladas.



Los diferentes andlisis realizados a las muestras los cuales se resumen en la
Tabla 3.5. Resultaron negativos para Enterobacterias totales, Coliformes
totales, Coliformes fecales, Pseudomonas auruginosas, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus y Salmonella. Por otra parte se detectaron en las
muestras analizadas aerobios termdfilos viables, esporos anaerobios, mohos y
levaduras viables, los cuales se encuentran en muy pequefias cantidades y no
afectan la calidad del producto. Estos resultados muestran que el probi6tico
obtenido se encuentra libre de varios de los principales microorganismos que
afectan la salud animal y que constituye un producto probidtico con una
adecuada calidad para su empleo en la produccién animal.

Tabla 3.5 Resultados de la calidad microbioldgica.

Pruebas microbiolégicas Resultado

Conteo total de aerobios termdfilos viables <10 UFC/mL

Recuento de esporos anaerobios < 2,2 NMP/100mL

Recuento de Enterobacterias totales Negativo

Recuento de coliformes totales Negativo

Recuento de coliformes fecales Negativo

Recuento de Pseudomonas auruginosas Negativo

Recuento de Staphylococcus aureus Negativo

Recuento de Bacillus cereus Negativo

Conteo de mohos viables <10 UFC/mL

Conteo de Salmonella en 25 mL Negativo

Conteo de levaduras viables por mL <10 UFC/mL

CONCLUSIONES

Se logré un mayor conteo de totales y de endosporas de Bacillus subtilis C-34
con el empleo del medio de cultivo modificado.

Se evidencid la elevada estabilidad del biopreparado obtenido a partir del
cultivo de Bacillus subtilis C-34 desde el punto de vista quimico y
microbiolégico, lo que demuestra la posibilidad de su uso como probi6tico en
aves.

El andlisis econémico evidencié que resulta menos costoso econémicamente
la obtencion y conservacion a temperatura ambiente del cultivo probidtico de
Bacillus subtilis C-34.
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