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RESUMEN

Se estudio la capacidad como inoculantes de biosilo de Lactococcus lactis Tw34 y
Lactobacillus plantarum Lb7. Los experimentos se llevaron a cabo con una mezcla
de subproductos de merluza (Merluccius hubbsi) y harina de cebada, fermentada
durante 7 dias. Como control se utilizo una muestra acidificada con dcido lactico.
En las mezclas bioldgicas, el pH disminuyo por debajo de 5,0 después de 2 dias
de fermentacion y permanecio estable hasta el final de la experiencia. La pobla-
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c¢ion maxima (>10° UFC/g) Se alcanzo después de 5 dias de incubacion a
18°C. La concentracion de péptidos solubles en agua aumento durante los
7 dias de incubacion y no hubo diferencias significativas (p < 0,05) en-
tre el control y ambos biosilos. Las concentraciones de péptidos solubles
en 4cido tricloroacético de los biosilos fueron superiores al control (p >
0,05). Despueés de 7 dias, las concentraciones de fosforo alcanzadas fue-
ron 2,26 y 2,42 g /100 g en los biosilos fermentados con Lc. lactis Tw34 y
Lb. plantarum Lb7 respectivamente, mientras que en el control los valores
permanecieron casi estables (1,61 g/100 g). Al final de la experiencia, la
actividad inhibitoria de tripsina fue suprimida en ambos biosilos mientras
que, en el control los factores antinutricionales sequian siendo activos. Los
resultados indican la factibilidad del uso de la mezcla seleccionada como
sustrato para la produccion de biosilo y la eficacia de Lc. lactis Tw34 y Lb.
plantarum Lb7 como inoculantes.

ABSTRACT

Suitability of Lactococcus lactis Tw34 and Lactobacillus plantarum Lb7 as
bio-silage inoculants was studied. Experiments were carried out with a mix-
ture of hake (Merluccius hubbsi) by-products and barley meal fermented
during 7 days. A sample acidified with lactic acid was used as control. In
biological mixtures, the pH dropped below 5,0 after 2 days of fermentation
and remained stable until the end of the experience. Maximum populations
(> 10° CFU/g) were reached after 5 days of incubation at 18°C. Water so-
luble peptides concentration increased during the 7 days of incubation and
no significant differences (p < 0,05) were found between the control and
both bio-silage. Trichloroacetic acid soluble peptides concentrations of bio-
silages were higher than the control (p > 0,05). After 7 days, phosphorous
concentrations reached 2.26 and 2,42 g/100 g in bio-silages fermented with
Le. lactis Tw34 and Lb. plantarum Lb7, respectively, while control values re-
mains almost stable (1,67 g/100 g). At the end of the experience, inhibitory
activity of trypsin was abolished in both bio-silage while in control sample
antinutritional factors remained active. The results indicated the feasibility of
the use of the selected mixture as substrate for bio-silage production and
the effectiveness Lc. lactis Tw34 and Lb. plantarum Lb7 as inoculants.

RESUMO

Foi estudada a capacidade de inoculantes em biosilagem de Lactococcus
lactis Tw34 y Lactobacillus plantarum Lb7. Os experimentos foram reali-
zados com uma mistura de produtos de merluza (Merluccius hubbsi) e
farinha de cevada, fermentada durante 7 dias. Como controle se utilizou
uma amostra acidificada com acido lactico. Nas misturas biologicas, o
PH ficou abaixo 5,0 depois de 2 dias de fermentacdo e permaneceu es-
tavel até o final do experimento. A contagem maxima de viaveis (>10°
UFC/g) foi alcancada depois de 5 dias de incubagdo a 18°C. A concen-
fracdao de peptideos soluveis em agua aumentou durante oS 7 dias de
incubagdo e ndo houve diferenga significativa (p < 0,05) entre o controle
e a silagem. As concentragées de peptideos soluveis em acido triclo-
roacético da silagem foram superiores ao controle (p >0,05). Depois
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de 7 dias, as concentracées de fosforo alcangadas
foram de 2,26 e 2,42 g/100 g nas silagens fermen-
tadas com Lc. lactis Tw34 e Lb. plantarum Lb7 res-
pectivamente, en quanto que no controle os valores
permaneceram quase estaveis (1,61 g/100 g). No
final do experimento, a atividade inibitoria de tripsi-
na foi suprimida em ambas Silagens enquanto que
no controle os fatores antinutricionais continuavam
ativos. 0s resultados indicam a possibilidade do uso
de uma mistura selecionada como substrato para a
producdo de silagem e a capacidade de Lc. lactis
Tw34 e Lb. plantarum Lb7 como inoculantes.

INTRODUCCION

La acuicultura es, a escala mundial, el sector de pro-
duccion de alimentos que mas ha crecido, registrando
un aumento de casi el 10% entre los afos 1984 y 2004.
Estos registros son significativamente superiores si se
los compara, en el mismo periodo, con la produccion
ganadera (3%) vy la pesca extractiva (1,6%). Desde el
ano 1984 hasta 2014 el aumento interanual exhibio una
media del 3%, sensiblemente menor que las 2 décadas
pasadas pero aln superiores a la pesca extractiva que se
mantuvo en un promedio de 1,3 de aumento interanual [1].

El costo de los alimentos es uno de los factores que
mas influye en esta actividad economica por lo que
existe una constante evolucion en la produccion de
nuevos y mejores productos. Se ha prestado especial
atencion a la busqueda de fuentes alternativas con el
objeto de reducir la dependencia de la harina de pes-
cado como principal fuente de proteinas [2]. Los altos
costos de este producto influyen en forma directa en
la sustentabilidad de la acuicultura [1, 2].

Las harinas de origen vegetal han sido la mejor opcion
para reemplazar las proteinas animales debido a su
bajo costo y accesibilidad [3, 4]. Sin embargo, estos
productos presentan algunos inconvenientes como la
presencia de factores antinutricionales, digestibilidad
reducida, baja palatabilidad y alto contenido en acido
fitico [4, 5, 6, 7]. Esta situacion induce a tomar ciertas
previsiones, siendo recomendables tratamientos fisi-
oS, quimicos o hioldgicos antes de la inclusion de
aditivos vegetales en alimentos destinados a la alimen-
tacion de peces [6, 8, 9].

En forma paralela durante los Gltimos afios la idea de
alimentos funcionales, inicialmente desarrollada para

consumo humano, ha sido trasladada al uso veterina-
rio. El objetivo de estos alimentos esta dirigido, no sélo
a satisfacer los requerimientos nutricionales y meta-
bdlicos, sino a brindar beneficios a la salud de quien
los consuma. La inclusion de probi6ticos o microor-
ganismos potencialmente benéficos en las dietas para
peces ha demostrado eficacia para mejorar la salud
del huésped y el medio ambiente [10, 11].

La definicion mas aceptada de probidticos es la suge-
rida por Fuller quien los describe como “organismos
vivos usados como suplemento alimenticio que ejercen
un efecto benéfico en el huésped animal, al mejorar el
balance intestinal” [12]. Sin embargo los medios acua-
ticos necesitan una readecuacion de esta definicion
por lo que Verschuere sugiere definir a los probicticos
como “microorganismos vivos que tienen un efecto be-
neficioso sobre el hospedador modificando la comuni-
dad microbiana relacionada o con el ambiente en el que
éste se desarrolla, a través de una mejora del uso del
alimento o de su valor nutricional, y/o de la respuesta
del hospedador a las enfermedades, y/o la calidad del
ambiente” [11]. Ha sido ampliamente demostrado que
la adicion de probioticos a la dieta de los peces pro-
mueve la colonizacion y adhesion intestinal, aumenta la
respuesta inmunologica y capacidad de resistir a enfer-
medades infecciosas [10]. Sin embargo, también hay
que tener en consideracion que la adicion de probioti-
oS, no solo puede traer los beneficios enumerados,
sino que se puede recurrir a la fermentacion previa con
estos microorganismos para mejorar la calidad del ali-
mento, aumentar la aceptacion y disminuir los efectos
negativos de los nutrientes no digeridos [8, 13, 14].

En este trabajo se evaluaron parametros vinculados
con el aumento de la calidad en alimentos experimen-
tales elaborados con desechos de merluza y harina
de cebada sometidos a una fermentacion previa uti-
lizando 2 cepas de bacterias acido lacticas (BAL).
Las cepas forman parte de la coleccion de cultivos
del Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana (Facul-
tad de Ciencias Naturales, Sede Trelew, Universidad
Nacional de la Patagonia “San Juan Bosco”) y fue-
ron seleccionadas de acuerdo a sus caracteristicas
probiodticas. La cepa Lactococcus lactis subsp lactis
Tw34 es productora de nisina Z y presenta actividad
inhibitoria contra patdgenos frecuentes en acuicultu-
ra [15], mientras que la cepa Lactobacillus plantarum
Lb7 tiene alta resistencia a pH bajos y sales biliares,
y exhibe altos indices de autoagregacion [16].
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METODO
Microorganismos

Las cepas Lc. lactis subsp lactis Tw34 y Lb. planta-
rum Lb7 se obtuvieron de la coleccion perteneciente al
Laboratorio de Biotecnologia Bacteriana (Facultad de
Ciencias Naturales, Universidad Nacional de la Patago-
nia). Las cepas se reactivaron con sucesivos cultivos
en caldo y agar de Man, Rogosa y Sharp (MRS, Biokar,
Francia) y se conservaron en leche descremada suple-
mentada con glicerol al 10% a 30°C.

Elaboracidn del alimento experimental

Se realizo a partir de residuos de merluza (Merluccius
hubbsi) tratados con molinillo a 12.000 revoluciones
por minuto hasta obtener una masa uniforme. Se uti-
lizaron granos de cebada deshidratados tratados del
mismo modo que el procedimiento descrito para los
residuos de merluza, hasta obtener una harina de
aspecto uniforme. La composicion final del alimento
experimental contenia: homogenato de merluza 68%,
harina de cereal 25%, aceite de girasol 5%, mezcla de
vitaminas 1% (Vitamin Premix, EEUU) y sorbato de so-
dio 1% (Saporiti, Argentina).

Proceso de fermentacion

El alimento experimental se sometié a un proceso de
fermentacion durante 7 dias a una temperatura cons-
tante de 18°C. La inoculacion se realizd con 1 ml de
un cultivo en caldo MRS de las cepas mencionadas
cada 100 g de alimento. Como control se realizd una
incubacion del alimento experimental, previamente tra-
tado con 4cido lactico (Sigma, EEUU) hasta alcanzar
un pH de 4,5 y bajo las condiciones descritas. La toma
de muestras se realizo cada 24 h hasta completar la
experiencia de 7 dias. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado y las muestras se conservaron a -30°C
hasta el momento de su procesamiento.

Para los ensayos posteriores se obtuvieron sobrena-
dantes por centrifugacion a 13000 g (Heraeus Biofuge
Pico, Reino Unido) de la mezcla resultante de 1 g de
muestra en 1 ml de agua destilada, previamente trata-
da con vortex durante 1 min.

Determinacion del pH

El pH de las muestras se determind con un pHmetro Orion
modelo 410A con electrodo Orion para solidos 8135BN

Determinacion de fosfato libre

El fosfato liberado se determind en el sobrenadante
de las muestras segun la técnica descrita por Fiske y
Subarow [17]. La reaccion se llevo a cabo utilizando
100 uL de muestray 900 uL de una solucion que con-
tenia 0,6 M de H,SO,, 2% de acido ascorbico y 0,5%
de molibdato de amonio (Cicarelli, Argentina). Luego
de una incubacion a 50°C durante 30 min se realizo la
lectura de la densidad dptica a 820 nm. Para la curva
de calibracion se utilizd una solucion patron de K,HPQ,
(Cicarelli, Argentina).

Determinacion de fracciones proteicas

La fraccion soluble en agua (FSA) se determind en
los sobrenadantes de las muestras, previa dilucion en
agua destilada hasta alcanzar una concentracion de
0,1 g/mL. Las muestras se conservaron durante 24
h a 4°C y se llevd a cabo una nueva homogenizacion
en la forma indicada anteriormente. Las suspensiones
se centrifugaron a 13000 g durante 2 min y la con-
centracion del sobrenadante se determind mediante la
técnica del o-ftaldialdhehido [18].

La fraccion soluble en 4cido tricloroacético al 12%
(FSTCA) se determing tratando un volumen de los
sobrenadantes obtenidos segun el procedimiento des-
crito para la FSA, con igual volumen de una solucion
de TCA al 24% (Cicarelli, Argentina), sometiendo la
mezcla a agitacion vigorosa durante 1 min [19]. Luego
de un periodo de reposo de 10 min la suspension se
centrifugd durante 2 min a 13000 g y la concentracion
del sobrenadante se determind mediante la técnica del
o-ftaldialdhehido.

La reaccion se llevo a cabo con 2 mL de reactivo de
o-ftaldialdhehido (Sigma, EEUU) y 50 uL de FSA 0 100
uL de FSTCA. La lectura se realizo en espectrofotome-
tro (Jenway, Reino Unido) a 590 nmy los calculos se
realizaron utilizando una curva patron de leucina. Los
resultados de FSA y FSTCA se expresaron en mg de
leucina/100 g de alimento experimental.

Determinacion de la actividad inhibitoria de tripsina

Se utilizé como sustrato 1 mL de una solucion de azo-
caseina (Sigma, EEUU) (10 mg/mL en buffer Tris, 0,1
My pH 8,5) tratada con tripsina (Sigma, EEUU) a una
concentracion final de 0,1 mg/mL. Se agregaron 100
uL de cada muestra y como control se utilizd agua
destilada. Luego de una incubacion a 37°C durante 30
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min se detuvo la reaccion con 100 uL de TCA al 25%
y se centrifugd a 13000 g durante 2 min. El sobrena-
dante se trato con 600 uL de NaOH 0,5 My se realizo
la lectura de la densidad Optica en espectrofotometro
a 450 nm [20]. Los resultados se expresaron en uni-
dades de inhibicion de tripsina por mg utilizando la for-
mula sugerida por Liu y Markanis [21].

Recuento bacteriano

Los recuentos bacterianos de las respectivas mues-
tras se realizaron por diluciones seriadas en medio li-
quido y posterior siembra en agar MRS para las cepas
en estudio. Los resultados se expresaron en unidades
formadoras de colonia por gramo de alimento experi-
mental (UFC/g).

Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado; los
promedios, desvios estandar y analisis de la varianza
(ANOVA) se calcularon mediante el uso del programa
estadistico HyperStat. EI ANOVA se aplico para esta-
blecer diferencias significativas (p < 0,05).

RESULTADOS

La harina de cebada constituye una fuente rica en al-
midon que, degradado por las amilasas propias del
cereal, eleva la concentracion de azlcares que co-
mienzan a ser fermentados por las BAL. Este fenome-
no permite el rapido descenso del pH y el aumento de
la poblacion de BAL, como se puede observar en las
figuras 1y 2.

Figura 1. Evolucion del pH () y poblacion de Lactococcus lactis
Tw34 (m) en el ensilado experimental.

7,0 4
-9
5
6,0 - - g &
C
pH L7 &
50 -
-6
4,0| T T T T T T — 5
0 1 2 3 4 5 6 7
Dias

Figura 2. Evolucion del pH () y poblacion de Lactobacillus plantarum
Lb7 (m) en el ensilado experimental.
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En el caso de Lc. /actis Tw34 el pH descendi6 a 5,45
durante las primeras 24 hy a 4,94 a las 48 h. Lue-
go y hasta el séptimo dia los valores descendieron
levemente hasta alcanzar un valor de 4,58. La po-
blacion aumento levemente durante las primeras 24
h, luego y hasta el cuarto dia se desarrollo la fase
logaritmica que alcanzo una poblacion de 4,2*10°8
UFC. La poblacion a los 7 dias de experiencia llego
a2,1*10° UFC.

El comportamiento en la evolucion del pH y el aumento
de la poblacion de la cepa Lb. plantarum Lb7 fue com-
parable al observado en el caso anterior. El pH al final
de la experiencia fue 4,58 y se alcanzo6 una poblacion
de 1,8*10° UFC.

Como se ha demostrado en trabajos anteriores, los
cereales resultan fuentes suficientes de hidratos de
carbono para mantener un sostenido descenso del
pH [22]. Los valores de pH alcanzados en ambos
casos al final de la experiencia crean un ambien-
te donde las BAL componen casi con exclusividad
la microbiota del ensilado, inhibiendo las bacterias
que potencialmente puedan actuar como patogenos
0 deteriorantes.

Las poblaciones alcanzadas en ambos casos resultan
lo suficientemente elevadas como para adherirse y co-
lonizar el intestino de los peces y lograr competir con
otros grupos bacterianos potencialmente indeseables.
La nisina Z, producida por la cepa Lc. /actis Tw 34 es
efectiva contra la mayoria de los bacterias patogenas
Gram+ habituales en acuicultura [15] y, como se ha
demostrado, la produccion de esta bacteriocina es
factible utilizando como sustratos proteinas originadas
en el descarte de la industria pesquera [13].
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La cepa Lb. plantarum Lb 7 exhibe una gran resistencia
a bajos pH y contenido de sales biliares que en forma
conjunta con sus propiedades de autoagregacion, coa-
gregacion e hidrofobicidad hace posible desarrollar me-
canismos de proteccion contra patdgenos a través de
la competicion de sitios de adhesion y nutrientes [16].

Como se puede observar en la figura 3 la evolucion de
la concentracion de la fraccion de péptidos solubles
en agua (FSA) fue comparable en los tres casos (p =
0,05). La concentracion final en el control fue de un
equivalente a 1081 mg de leucina por 100 g mientras
que en los ensilados de Lb. plantarum Lb7 y Lc. Lactis
Tw34 se obtuvieron valores de 1189 y 1244 mg de
leucina por 100 g, respectivamente.

Esto se debe en forma casi excluyente a la activi-
dad de las proteasas musculares, especialmente la
catepsina D, que exhibe su maxima actividad a pH
acido [23], condicion lograda en el ensilado control
por el agregado de acido lactico y por la sintesis del
mismo en los casos de los alimentos experimentales
fermentados con bacterias. Esta actividad hidrolitica
produce péptidos de mediano a gran tamario que ex-
hiben dificultad para ser transportados dentro de la
célula bacteriana y en consecuencia no influyen en la
duplicacion celular.

En la figura 4, podemos observar que el aumento de
las concentraciones de péptidos solubles en acido tri-
cloroacético (PSTCA) varia muy poco en el control a
través de los 7 dias de experiencia mientras que, en
los alimentos fermentados por los microorganismos
seleccionados hay un aumento constante. Los valores
finales del ensilado control y los fermentados por Lb.
plantarum Lb7 y Lc. lactis Tw34 fueron 368; 771y 840
mg de leucina por 100 g, respectivamente. En este pa-

Figura 3. Evolucion de los péptidos solubles en agua. (¢ Control, A
Lactococcus lactis Tw34, m Lactobacillus plantarum Lb7).
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Figura 4. Evolucion de los péptidos solubles en &cido tricloroacético. (e
Control, A Lactococcus lactis Tw34, m Lactobacillus plantarum Lb7).
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rametro encontramos diferencias significativas entre
los valores determinados en los ensilados biologicos y
el control (p < 0,05).

En estos casos las proteasas de las BAL utilizan
como sustratos los péptidos originados por las enzi-
mas musculares, dando como resultado una elevada
concentracion de PSTCA, constituido por péptidos
de 2 a 20 aminodcidos que pueden ser transpor-
tados al interior de la célula [24]. El mecanismo de
transporte es llevado a cabo por un sistema muy
especializado denominado Opp que logra llevar al
citosol péptidos que contienen los aminoacidos ne-
cesarios para mantener un constante crecimiento de
la poblacion celular [25].

El descenso del pH, el aumento de la densidad po-
blacional y el aumento de la fraccion de PSTCA son
eventos relacionados y que dependen de la calidad
de los sustratos utilizables como fuentes de aminoa-
cidos y azlcares fermentables. Ya ha sido demostra-
do en trabajos anteriores la buena calidad de las pro-
teinas de pescado, inclusive aquellas que componen
el descarte, que permiten satisfacer las demandas
metabolicas de las BAL, aun en aquellas especies de
desarrollo fastidioso [26].

Otro aspecto que se debe considerar es que la hi-
drolisis de las proteinas durante la fermentacion
produce cambios en la palatabilidad con el conse-
cuente aumento del apetito, mejora la digestibilidad
y el grado de conversion del alimento. En los ultimos
anos también se ha demostrado que los péptidos
de bajo peso molecular tienen propiedades adicio-
nales, ademas de las descritas, vinculadas con la
capacidad antioxidante [27, 28].
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Uno de los problemas de suplementar dietas destina-
das a peces con derivados de cereales es la inclusion
de factores antinutricionales. El &cido fitico y sus de-
rivados contienen mas del 80% del fosforo presente
en las células vegetales y resulta, en esa forma qui-
mica, inaccesible, tanto para peces monogastricos
como agastricos. En consecuencia se ve impedida su
biodisponibilidad, liberandose e impactando en forma
negativa en el medio ambiente. Esta molécula tiene
ademas la propiedad de formar quelatos con cationes
divalentes y complejos con proteinas, disminuyendo
en forma sensible su accesibilidad en la dieta [6, 9].

Las metodologias para disminuir la concentracion de
fitatos se basan en el pretratamiento con fitasas co-
merciales o la fermentacion con microorganismos que
posean actividad enzimatica especifica [6,7, 9,22]. En
nuestro caso el proceso de fermentacion permitio un
aumento constante de la concentracion de fosforo li-
bre alcanzando valores de 2,42 y 2,26 g por 100 g de
ensilado en los casos de Lb. plantarum Lb7 y Lc. lactis
Tw34 (figura 5).

En cambio la concentracion se mantuvo relativamente
constante en el ensilado control, logrando al final de la
experiencia una concentracion de 1,61 g por 100 g,
valor que muestra diferencia significativa con respecto
a los ensilados bioldgicos (p < 0,05).

El fenomeno del aumento de la concentracion de fos-
foro libre se debe a la accion enzimatica de las BAL
sobre los fitatos de la cebada de modo tal que, un
compuesto organico inaccesible y con impacto nega-
tivo en el medio ambiente se transforma en una forma
quimica aceptable para el metabolismo de los peces.

Figura 5. Evolucion del fosforo libre. (e Control, A Lactococcus
lactis Tw34, m Lactobacillus plantarum Lb7).
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Figura 6. Evolucion de la actividad inhibitoria de la tripsina. (¢ Control,
A Lactococcus lactis Tw34, m Lactobacillus plantarum Lb7).
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La técnica del tratamiento con bacterias lacticas de ali-
mentos que contienen componentes derivados de ce-
reales ha comenzado a utilizarse con mayor frecuencia
fundamentado en las ventajas de eliminar el acido fiti-
co que interfiere en la biodisponibilidad de minerales y
en la degradacion de proteinas [9, 22].

El cido fitico y sus derivados no son los unicos fac-
tores antinutricionales presentes en los alimentos para
peces que utilizan ingredientes alternativos derivados
de plantas. Los taninos, oligosacaridos, polisacaridos,
lectinas y otras especies quimicas disminuyen la di-
gestibilidad de nutrientes y la absorcion de minerales y
vitaminas [4, 5, 7]. El ensayo de la actividad antitripsi-
na es una técnica que nos permite determinar la capa-
cidad de un derivado vegetal para interferir la hidrdlisis
enzimatica de proteinas. La cebada no contiene ele-
vadas concentraciones de factores antinutricionales
sin embargo, como se puede observar en la figura 6,
luego de 7 dias, el proceso fermentativo logra eliminar
por completo la actividad antitripsina, mientras que en
el control se mantiene una actividad de 0,6 U.

Sin embargo, en este caso no podemos concluir si
la desaparicion de la actividad antitripsina se debe a
la hidrdlisis del acido fitico o a la metabolizacion de
otros factores.

CONCLUSIONES

Los azlcares contenidos en la cebada contribuyen a la
duplicacion bacteriana que permite la disminucion del
pH a valores tales que, impiden el desarrollo de flora
indeseable. El metabolismo de las cepas elegidas tam-
bién aumenta la concentracion de oligopéptidos que
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favorecen la digestibilidad y la palatabilidad, y ademas
contribuye a la disminucion de los niveles de factores
antinutricionales en general, 0 como el 4cido fitico, en
particular. En consecuencia, los resultados de este tra-
bajo sugieren la conveniencia de realizar fermentacio-
nes previas con BAL en alimentos destinados a peces
que contienen derivados vegetales.
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