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R E S U M E N

Introducción: El cultivo de Lactobacillus pentosus LB-31 tiene actividad probiótica y no existe 
un proceso definido para su obtención a volúmenes superiores. Objetivo: Definir el proceso 
de obtención de un probiótico con LB-31 destinado a la producción animal. Métodos: Se 
diseñó un medio de cultivo económico y se seleccionaron las características del inóculo. 
Se evaluaron condiciones de operación en biorreactores de laboratorio y la estabilidad del 
cultivo. Se estudiaron diferentes criterios de escalado y se evaluó la actividad del probiótico 
en pollos de ceba y corderos. Resultados: Las mayores concentraciones de LB-31 se alcan-
zaron en el medio con melaza de caña, urea, acetato de sodio y citrato de amonio. El cultivo 
completo del inóculo no afectó el crecimiento de LB-31. Los mejores parámetros de creci-
miento se alcanzaron al agitar el cultivo a 50 min-1 cada 2 h a 37 °C y pH inicial de 6,5 ± 0,2. 
La capacidad del biorreactor afectó el tiempo de las fases de crecimiento de LB-31 y no fue 
necesario controlar el pH y oxígeno disuelto. Se obtuvo que el probiótico fue estable durante 
14 días a temperatura ambiente y 60 días en refrigeración. El criterio de tiempo de mezclado 
constante fue adecuado para escalar la fermentación a 30 L. Se corroboró que LB-31 produ-
ce actividad probiótica en pollos de ceba, mejora el consumo voluntario de los corderos, re-
duce la glucosa y el fósforo sanguíneo. Conclusiones: El proceso de obtención del probiótico 
es simple, escalable, económicamente factible y mantiene su eficacia en animales.
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Obtention of probiotic additive with Lactobacillus pentosus 
LB-31 for animal production 

A B S T R A C T

Introduction: The culture of Lactobacillus pentosus LB-31 has activity as probiotic and there 
is no process for obtaining it at a large volume. Objective: To define the process for obtaining 
a probiotic with Lactobacillus pentosus LB-31 for animal production. Methods: It was desig-
ned an economical culture medium and there were selected the inoculum characteristics. 
There were evaluated the operating conditions in laboratory bioreactors and culture stability. 
Different scale-up criteria were studied, and probiotic activity was assessed in broilers and 
lambs. Results: The highest concentrations of LB-31 were obtained in the medium composed 
of sugar cane molasses, urea, sodium acetate and ammonium citrate. Complete inoculum 
culture did not affect LB-31 growth. The best growth parameters were achieved by shaking 
the culture at 50 min-1 every 2 h at 37°C and an initial pH of 6.5 ± 0.2. The bioreactor capacity 
affected the timing of the LB-31 growth phases, and it was not necessary to control pH and 
dissolved oxygen. It was found that the probiotic was stable for 14 days at room tempera-
ture and 60 days in refrigeration. The constant mixing time criterion was adequate to scale 
the fermentation to 30 L. Animal studies confirmed that LB-31 produces probiotic activity in 
broilers, improves voluntary intake of lambs, and reduces blood glucose and phosphorus. 
Conclusions: The process of obtaining the probiotic is simple, scalable, economically feasible 
and maintains its efficacy in animals.

Keywords: bacterium; fermentation; scale-up; broiler chickens, lambs

INTRODUCCIÓN
Los probióticos son aditivos formados por microorganis-

mos vivos que tienen un efecto benéfico en la salud del hos-
pedero. (1) En los estudios con animales se utilizan microorga-
nismos cultivados en el laboratorio o probióticos comerciales. 
Sin embargo, el escalado desde el laboratorio a una etapa in-
dustrial no es un proceso trivial, por eso para la concepción 
de probióticos comerciales se deben diseñar tecnologías que 
garanticen su desarrollo y eficacia. (2)

En Cuba el Instituto de Ciencia Animal desarrolló durante 
varios años un grupo de investigaciones para obtener y eva-
luar probióticos con efectos benéficos en la salud y compor-
tamiento productivo de animales. Como principales resulta-
dos se seleccionaron cepas microbianas con potencialidades 
para el desarrollo de aditivos probióticos. El Lactobacillus 
pentosus LB-31 de origen aviar fue una de las cepas selec-
cionadas y se considera un microorganismo generalmente 
reconocido como seguro, con efecto comprobado a través 
de estudios de toxicidad aguda en ratas de laboratorio. (3) La 
acción benéfica del cultivo en caldo Man, Rogosa y Sharpe 
(MRS), se confirmó en pollos de ceba, truchas arco iris y cer-
dos en crecimiento. (3,4,5) Además, LB-31 se utilizó para me-
jorar el contenido proteico de ensilajes mixtos destinados a 

rumiantes. (6) A pesar de las potencialidades del cultivo aún 
no se dispone de un proceso para su obtención a volúmenes 
superiores. De ahí que el objetivo de la presente investigación 
fue definir un proceso para la obtención del probiótico con L. 
pentosus LB-31 destinado a la producción animal.

MÉTODOS

Selección del medio de cultivo y las características 
del inóculo para el crecimiento de L. pentosus LB-31

Para la evaluación de medios de cultivo económicos se 
utilizó la cepa L. pentosus LB-31, GenBank: FR717464. (3) La 
cepa conservada a -70 ºC se activó mediante 2 subcultivos en 
30 mL de caldo MRS (Oxoid, UK) a 37 ºC durante (18-24) h de 
incubación. Este procedimiento se realizó para todos los es-
tudios experimentales con la bacteria. Se evaluaron 5 medios 
de cultivo, con diseño a partir de la composición del medio 
control MRS, donde se sustituyeron las fuentes de carbono 
y nitrógeno por melaza de caña de azúcar y urea, respectiva-
mente. (7) Los componentes restantes se fueron eliminando 
en cada uno de los medios diseñados.

Se utilizó para el estudio un diseño completamente alea-
torizado con arreglo factorial 2 x 10 y 3 repeticiones. En cada 
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caso los factores fueron los medios de cultivo (medio diseña-
do y medio MRS) y el tiempo (0, 2, 3, 4, 8, 12, 16, 18, 20 y 24) h. 
Las variables respuesta fueron crecimiento microbiano (ufc/
mL), concentración máxima de biomasa (XMáx), la velocidad 
específica máxima de crecimiento (µmáx) y el tiempo de du-
plicación de la biomasa (td). Estas variables se monitorearon 
en todos los experimentos de fermentación. Adicionalmente 
se determinó el pH y las concentraciones de ácido láctico, fór-
mico y acético en el medio MRS y el medio donde LB-31 tuvo 
un crecimiento similar al control. En este último también se 
realizó un balance estequiométrico.

Características del inóculo

Se utilizó un diseño al azar con arreglo factorial 23 y 3 re-
peticiones por tratamiento. Los factores fueron las condicio-
nes del inóculo (cultivo completo y biomasa), los medios de 
cultivo (MRS y M4) y el tiempo (0 y 24) h. El inóculo de LB-31 
se preparó en caldo MRS y según tratamiento experimental 
(cultivo completo y biomasa). Para obtener la biomasa, se 
centrifugaron 90 mL del cultivo a 4000 min-1 por 10 min, pos-
teriormente, se suspendieron en el mismo volumen de medio 
de cultivo fresco. Se tomaron muestras del cultivo a las (0 y 
24) h para determinar las ufc/mL y el pH.

Análisis estadístico

Todos los datos experimentales se procesaron con el pa-
quete Infostat y se utilizó la dócima de Duncan DE para discri-
minar diferencias entre medias a p < 0,05. (8,9)

Evaluación de condiciones de operación para la 
obtención del probiótico a nivel de laboratorio

Para determinar el efecto de la velocidad de agitación 
se utilizó un biorreactor New Brunswick™ Bioflo® & CelliGen® 
310 (Eppendorf Company, USA) de 14 L, con volumen efecti-
vo de 5 L de medio M4. La fermentación discontinua se rea-
lizó en condiciones semiestáticas (50 min-1 cada 2 h) y con 
10 % (v/v) de inoculación; 37 ºC y pH del medio a 6,5 ± 0,2. Se 
determinaron las variables relacionadas con el crecimiento 
microbiano, la concentración de azúcares reductores totales 
(ART) con hidrólisis ácida de la sacarosa y su velocidad de 
consumo se estimó con CurveExpert Professional 2.6.5. (10,11) 
El pH y concentración de oxígeno disuelto (OD) se midieron 
con electrodos acoplados al controlador automático del 
biorreactor. Se estimó el coeficiente volumétrico de trans-
ferencia de masa (Kla) en el medio de cultivo sin células y 
se determinaron las velocidades de transferencia, consumo 
de oxígeno (OTR y OUR, por sus siglas en inglés) y consumo 
específico (qO2) de la bacteria en las 2 condiciones de agi-
tación. Para esto el diseño fue con arreglo factorial 2 x 10 y 
medidas repetidas en el tiempo

Efecto de diferentes capacidades de fermentación (VL/
VT). Se siguió el mismo procedimiento que en el estudio ante-
rior. Al inicio de la fermentación se ajustó la concentración de 
oxígeno disuelto a 20 % ± 10 % (concentración aproximada de 
oxígeno disuelto consumida por LB-31 en el cultivo semiestá-
tico). Se evaluó la capacidad de fermentación de 35 % y 70 % 
y el volumen efectivo fue de 5 L y 10 L para cada una de las 
relaciones VL/VT, respectivamente.

Control de pH y oxígeno disuelto. Se trabajó con volu-
men efectivo de 10 L y se siguió la misma metodología des-
crita en los estudios anteriores. Según el tratamiento expe-
rimental la fermentación se realizó sin control y con control 
del pH a 6,5 ± 0,2 y del oxígeno disuelto a 20 % ± 10 %. En 
este último caso se realizó control en cascada por agitación 
(50-300) min-1.

Análisis estadístico

Se consideró como unidad experimental al biorreactor y 
se empleó un modelo lineal donde los efectos fijos fueron la 
variable de interés en cada estudio y el tiempo de fermenta-
ción (0, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 16, 20 y 24) h, así como la interacción 
entre ellos. Todas las corridas en biorreactores se realizaron 
por duplicado. Los datos se procesaron con el procedimiento 
MIXED del SAS versión 9.3 y se utilizó la dócima de Tukey-Kra-
mer para discriminar diferencias entre medias a p < 0,05. (12)

Estabilidad y conservación del probiótico

Se utilizaron diseños completamente aleatorizados con 
6 repeticiones para evaluar la estabilidad y conservación del 
aditivo en condiciones ambientales (24 ± 2) ºC por un mes 
(0, 7, 14, 21 y 30) días y de refrigeración (4 ± 2) ºC durante 
6 meses (0, 30, 60, 90, 120 y 180) días. Para ello se utilizó un 
cultivo líquido de LB-31 con (4,33 x 107) ufc/mL, que se obtuvo 
de 3 lotes de fermentación. El aditivo se envasó en frascos de 
cristal estériles de 100 mL con tapas plásticas y se colocaron 
a la temperatura de interés. Se determinó la viabilidad celular, 
pureza del cultivo y pH.

Escalado del proceso de fermentación a planta piloto

Se estudiaron 5 criterios para escalar el proceso de fer-
mentación con LB-31: potencia por unidad de volumen (P/V) 
constante, velocidad de agitación constante, tiempo de mez-
clado constante, velocidad en la punta del impelente constan-
te y número de Reynolds constante. El criterio que ofreció las 
mejores condiciones de operación, según las características 
de crecimiento de LB-31 se seleccionó para su evaluación a 
nivel de planta piloto. Los biorreactores utilizados en las 2 es-
calas no tuvieron similitud geométrica. El régimen de flujo se 
determinó según el número de Reynolds. Se utilizó la corre-
lación de Doran que permite estimar el tiempo de mezclado 
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con 90 % de homogeneidad en tanques agitados con turbinas 
Rushton y bafles que tienen un régimen de flujo turbulento 
(ecuación 1): (13)

 (1)
Mientras que la potencia consumida se calculó por la 

ecuación 2:

 (2)

Se demostró la factibilidad técnica de utilizar el criterio 
de escalado seleccionado para realizar la fermentación a ni-
veles productivos. Se determinó la velocidad de agitación, 
potencia consumida y P/V en cada uno de los biorreactores. 
Se escalaron hasta nivel de planta piloto los resultados que 
se obtuvieron en el laboratorio con 70 % de capacidad de 
fermentación. Para ello se utilizó un biorreactor de 42 L de 
volumen total con 30 L de medio M4 y se realizó una fer-
mentación discontinua con agitación constante de 50 min-1. 
Las restantes condiciones fueron las mismas que a nivel de 
laboratorio, así como las variables respuestas, el diseño ex-
perimental y tratamiento de los datos.

Valoración económica

A partir de los resultados del proceso de escalado se 
demostró la factibilidad de producir, en Cuba el probiótico 
con L. pentosus LB-31. Para ello se utilizó como caso de es-
tudio el total de pollos de ceba (68110 animales), cerdos en 
crecimiento (28891 animales) y corderos (26809 animales) 
de la provincia Mayabeque. La demanda calculada del pro-
ducto fue de 1527516,64 L/año (4628,84 L/día). Se realizó 
análisis del valor actual neto (VAN), tasa interna de retorno 
(TIR) y período de recuperación de la inversión (PRI) para 
determinar el precio de venta del probiótico. Se determinó 
el costo de inversión total (ATC) a partir de la metodología 
recomendada por Peters y Timmerhaus, el costo de pro-
ducción total (ATE) y el flujo de caja para el proceso de ob-
tención del probiótico con LB-31. (14)

Evaluación de la actividad probiótica del aditivo en 
pollos de ceba

Se emplearon 16 pollos de ceba (8 por tratamiento), ma-
chos del híbrido EB-34 de 1 día de edad con peso promedio 
inicial de (40 ± 2) g, que se alojaron en jaulas metálicas hasta 
los 42 días y distribuidos al azar, donde cada uno constituyó 
una unidad experimental. Los animales consumieron a vo-
luntad, agua y una dieta con maíz y soya. Los grupos experi-
mentales fueron: a) dieta basal sin antibióticos (control) y b) 

dieta basal con la adición de L. pentosus LB-31 en dosis de 
100 mL/kg de alimento, equivalente a 107 ufc/g de alimen-
to. El aditivo se mezcló diariamente de forma manual con 
la dieta basal. Se determinaron indicadores morfológicos, 
inmunológicos, hemoglobina, hematocritos y bioquímica 
sanguínea. Los indicadores morfométricos e inmunológicos 
se expresaron, para su análisis estadístico, como relativos al 
peso vivo (g/kg de peso vivo). Los datos se procesaron con 
el paquete estadístico Infostat. (8)

Efecto de L. pentosus LB-31 como aditivo en la 
alimentación de corderos

Se utilizaron 4 corderos Pelibuey machos enteros, clínica-
mente sanos, con peso vivo (PV) promedio de 49,7 kg ± 2,87 kg 
y 3 años de edad, alojados en jaulas individuales y distribuidos 
según diseño cuadrado latino (4 x 4) con períodos experimen-
tales de 21 días cada uno. Los tratamientos consistieron en 
un control (sin aditivos) y la oferta, a las 08:30 am, de 3 dosis 
(6, 12 y 24) mL/día del aditivo con 109 ufc/mL junto al ali-
mento concentrado (500 g/animal/d), más el forraje, agua y 
sales minerales a libre voluntad. El forraje (Cenchrus purpu-
reus) contenía 33,2 % MS; 6,23 % PB (N x 6,25) y 79,7 % FDN, 
mientras que el concentrado contenía 88,0 % MS; 16 % PB 
y 8,5 % FDN. En cada período durante 5 días consecutivos 
se determinó el consumo voluntario (cantidad de alimento 
ofertado menos rechazado). Se pesaron los animales y se to-
maron muestras de sangre, mediante punción yugular para 
determinar concentración de glucosa, colesterol, triglicéridos, 
proteínas totales, albúmina y fósforo. El tratamiento de los da-
tos fue igual al experimento anterior.

RESULTADOS

Selección del medio de cultivo y las características 
del inóculo para el crecimiento de L. pentosus LB-31

En la evaluación de medios de cultivo no hubo interacción 
entre los factores estudiados y en los 5 medios se observaron 
las fases del crecimiento microbiano (figura 1), aunque estas 
variaron del control según el medio diseñado. En caldo MRS, 
la mayor concentración (6,47 x 108 ufc/mL) se obtuvo a las 
8 h (incremento de 2 ciclos exponenciales), mientras que para 
los medios M3 y M6 se obtuvo a las 6 h, 8 h para M2 y M5 y 
de 12 h para M4. A partir de estos tiempos comenzó la fase 
estacionaria en todos los medios y se extendió hasta las 24 h, 
excepto en M6 donde el crecimiento disminuyó a las 24 h.

En la tabla 1 se muestra que la cepa tuvo elevada veloci-
dad específica máxima de crecimiento, aunque fue inferior en 
los medios diseñados respecto al control, excepto para el M3. 
Consecuentemente, el tiempo de duplicación de la biomasa fue 
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superior en los medios diseñados. Por su parte, la concentración 
máxima de biomasa alcanzó valores superiores a 108 ufc/mL en 
todos los medios, sin diferencias entre el MRS y M4.

El comportamiento del pH después de la inoculación difi-
rió entre tratamientos. Sus valores estuvieron por encima de 
7,0 en los medios con urea, aunque a las 24 h de crecimiento 
del microorganismo disminuyeron hasta valores inferiores a 
3,9. En este sentido, la bacteria produjo mayores concentra-
ciones de ácido láctico, acético y fórmico en el medio MRS 
(11,77; 3,97 y 16,85) g/L, respectivamente, comparado con el 
medio M4 (6,61; 2,51 y 14,87) g/L, respectivamente. Este últi-
mo medio se seleccionó para la realización de las siguientes 
investigaciones y su balance estequiométrico informó que un 
litro de medio de cultivo debe contener 6,26 g de ART (10,4 g/L 
de melaza de caña); 0,37 g de urea; 1 g de citrato de amonio 

y 0,056 g de acetato de sodio para producir la mayor concen-
tración de LB-31 alcanzada en el estudio (5,22 x 108) ufc/mL, 
equivalente a 1,57 g biomasa seca/L.

En cuanto a las características del inóculo hubo interac-
ción entre los factores estudiados (p < 0,0001) y en todos los 
casos al inicio de la fermentación la bacteria tuvo una con-
centración de 106 ufc/mL. A las 24 h se obtuvieron incremen-
tos de 2 ciclos exponenciales y no hubo diferencias para un 
mismo medio de cultivo y diferentes condiciones del inóculo.

Evaluación de condiciones de operación para la 
obtención del probiótico a nivel de laboratorio

En el efecto de la velocidad de agitación no se encontró 
interacción entre los factores velocidad de agitación y tiempo 
para el crecimiento de LB-31. Similar al experimento anterior 

Fig. 1. Cinética de crecimiento de L. pentosus LB-31 en los medios M2 (EE ± 0,08; p = 0,0033); M3 (EE ± 0,07; p < 0,0001); M4 (EE ± 0,08; 
p < 0,0001), M5 (EE ± 0,09; p < 0,0001) y M6 (EE ± 0,08; p < 0,0001), cada uno comparado con el medio control (MRS) a 37 ºC durante 24 h. Nota: 
a, b, c, d, e, f, g, h, iLetras distintas, por gráfico, difieren a p < 0,05 (9)
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en las 2 curvas se definieron las fases de crecimiento del mi-
croorganismo, donde para el cultivo semiestático la etapa de 
adaptación fue de 3 h y la exponencial se extendió hasta las 
12 h. A su vez, para el cultivo agitado a 300 min-1 estas fases 
fueron más largas y se alcanzaron a las 4 h y 20 h.

Por otra parte, se encontró que la agitación no afectó 
la velocidad específica máxima de crecimiento (0,56 h vs 
0,51 h-1; p = 0,4578) y el tiempo de duplicación de la biomasa 
(1,27 h vs 1,41 h; p = 0,4519). Sin embargo, el rendimiento bio-
masa/sustrato fue superior para el cultivo semiestático (0,49 
vs 0,26; p = 0,0064), así como la concentración máxima de 
LB-31 (1,23 x108 ufc/mL vs 0,79 x108 ufc/mL; p = 0,0069).

No se encontró interacción entre los factores para el oxígeno 
disuelto, pero sí se detectaron diferencias entre los 2 tratamien-
tos (p < 0,0001). En el caso de la velocidad de consumo hubo 
interacción entre los factores, fundamentalmente, como con-
secuencia del comportamiento de LB-31 frente a las diferentes 
concentraciones de oxígeno disuelto en el medio. En cuanto al 
pH, no se detectaron diferencias entre tratamientos y se evi-
denció su disminución en el tiempo. Comportamiento similar 
presentaron los ART, mientras que su velocidad de consumo au-
mentó hasta las 12 h para las 2 condiciones de agitación.

Efecto de diferentes capacidades de fermentación (VL/
VT). No se encontró interacción entre los factores evaluados, 
pero sí se detectaron diferencias para los efectos por separa-
do. En ambas curvas de crecimiento, similares al experimen-
to anterior, se definieron todas las fases del crecimiento y a 
partir de las 12 h no existieron diferencias en la concentración 
microbiana. Sin embargo, hubo diferencias entre las 2 condi-
ciones para los tiempos en que se alcanzó cada una de las 
etapas de crecimiento.

Los parámetros de crecimiento de LB-31 no difirieron en-
tre ambas capacidades de fermentación. Asimismo, no se en-

contró interacción entre los factores (capacidad y tiempo) para 
el oxígeno disuelto, pero sí se detectaron diferencias para las 
capacidades evaluadas (p < 0,0001). Este indicador disminuyó 
en ambos tratamientos durante el crecimiento de la cepa. Por 
otra parte, hubo interacción entre los factores para la veloci-
dad de consumo de oxígeno disuelto. Se destaca que, con la 
capacidad de fermentación del 70 %, el mayor valor se registró 
durante las 2 primeras horas del proceso (4,85 x 10-4) gO2/L.h y 
se detuvo completamente a las 6 h cuando LB-31 entró en su 
fase estacionaria. Para el cultivo en 5 L (35 % de capacidad de 
fermentación), los valores más elevados de velocidad se ob-
tuvieron en la fase de adaptación e inicios de la exponencial 
(6,00-6,06 x 10-4) gO2/L.h. Los comportamientos del pH y ART 
también se correspondieron con los resultados de las cinéticas 
de crecimiento, ya que disminuyeron en la medida que aumen-
tó la concentración microbiana. En cuanto a el control de pH 
y oxígeno disuelto, se obtuvo que el crecimiento de LB-31 no 
difirió al controlar o no el proceso. Tampoco se detectaron dife-
rencias en ninguno de los parámetros evaluados.

Estabilidad y conservación del probiótico

No hubo diferencias en la viabilidad de la bacteria para 
los primeros 14 días de conservación a temperatura ambien-
te. Después de este tiempo, su concentración disminuyó de 
4,33 x 107 a 1 x 107 ufc/mL (7,64 a 7,02) log ufc/mL y se man-
tuvo en 91 % de viabilidad hasta los 30 días. En el caso del 
pH se observó una disminución a los 7 días y a partir de este 
momento se mantuvo estable.

La concentración del probiótico a (4 ± 2) ºC se man-
tuvo durante los primeros 60 días de conservación con 
4,33 x 107 ufc/mL (7,64 log ufc/mL). Posteriormente dismi-
nuyó a 106 ufc/mL (6,01 log ufc/mL) y alcanzó 78 % de viabili-
dad al finalizar el estudio. El pH, por su parte, disminuyó a los 

Tabla 1. Parámetros de crecimiento de L. pentosus LB-31 en los medios diseñados

MRS M2 M3 M4 M5 M6 ± EE
p-valor

Fase exponencial (h) 2-8 3-8 2-6 4-12 2-8 0-6 ---

𝜇𝑚á𝑥(h-1) 0,73d 0,59bc 0,64cd 0,48ab 0,45a 0,59bc 0,04 
p = 0,0015

𝑡𝑑 (h) 0,95a 1,19ab 1,10a 1,48bc 1,57c 1,18ab 0,10
p = 0,0070

log 𝑋𝑚á𝑥
(𝑋𝑚á𝑥·108 ufc/mL)

8,80e 
(6,47)

8,52cd 
(4,52)

8,14ab 
(1,45)

8,71de 
(5,22)

8,08a 
(1,25)

8,36bs445c 
(2,33)

0,08
p = 0,0002

Nota: a, b, c, d, e, letras distintas, por filas, difieren a p < 0,05 (9)
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30 días y se mantuvo estable hasta los 180 días. En ambas 
condiciones de conservación se comprobó que las colonias 
mantenían sus características morfológicas y culturales. Ade-
más, se descartó la presencia de contaminantes.

Escalado del proceso de fermentación a planta piloto

En la tabla 2 se muestran los resultados de cada uno de 
los criterios evaluados para las variables de operación. Se ob-
serva que al mantener constante el número de Reynolds se 
obtiene el valor más bajo de velocidad de agitación y potencia 
por unidad de volumen. De igual forma los criterios P/V y velo-
cidad en la punta del impelente constante traen como conse-
cuencia bajas velocidades de agitación que a escalas indus-
triales no son técnicamente posibles. Mientras que mantener 
constante la velocidad de agitación o el tiempo de mezclado 
provoca los mayores incrementos de potencia, velocidad en 
la punta del impelente y régimen de turbulencia. Cuando se 
escala a tiempo de mezclado constante (46 s) la velocidad 
de agitación se mantiene en un valor bajo. Para este criterio, 
se obtuvo que la potencia aumentó 7 veces, la potencia por 
unidad de volumen 2 veces y la velocidad en la punta del im-
pelente 1,48 veces, en el biorreactor a 30 L de volumen efec-
tivo. Sin embargo, no fueron valores muy elevados porque la 
velocidad de agitación se mantuvo en un valor bajo. De igual 
forma al determinar la velocidad de agitación, potencia y rela-
ción P/V para biorreactores con volúmenes de fermentación 
de (10, 50, 500 y 5000) L (14, 70, 700 y 7000) L de volumen 
total respectivamente, se obtuvieron valores que son técnica-
mente posibles a escalas productivas.

Al evaluar el tiempo de mezclado constante, como cri-
terio para escalar la fermentación con LB-31, se obtuvo que 
el rendimiento biomasa/sustrato y la concentración máxi-
ma de biomasa no tuvieron diferencias entre 10 L y 30 L de 

fermentación. En ambas escalas la concentración máxima 
de biomasa fue de 108 ufc/mL (incremento de 2 ciclos ex-
ponenciales) y se alcanzó entre las 16 h y 20 h por lo que 
este tiempo sería el adecuado para detener el proceso. No 
obstante, la velocidad específica máxima de crecimiento fue 
menor en el biorreactor de 30 L de volumen efectivo (0,64 vs 
0,45) h-1 y, consecuentemente, el tiempo de duplicación de la 
biomasa fue superior (1,08 vs 1,55) h.

No hubo diferencias entre las escalas de trabajo para el oxí-
geno disuelto y la velocidad de consumo de oxígeno. El oxígeno 
se agotó completamente en ambos tratamientos y los valores 
más elevados de su velocidad de consumo se registraron en las 
primeras horas del proceso. El pH y la concentración de ART tuvo 
un comportamiento similar tanto en los estudios de laboratorio 
como a nivel de planta piloto.

En la valoración económica se obtuvo que la mejor op-
ción de venta del aditivo es de 45,60 $/L equivalente al 95 % 
de descuento del precio de un probiótico similar en el mer-
cado internacional (912 $/L). A partir de este valor y la ca-
pacidad de producción los ingresos por ventas del aditivo 
ascienden a 75240 000 $/año a partir del tercer año. El costo 
de inversión de la nueva planta sería de $ 114141197,69 y el 
costo unitario de producción de LB-31 es de 14,47 $/L a par-
tir del tercer año de producción. De forma general se obtuvo 
un VAN positivo ($ 86827820) y un plazo de recuperación de 
la inversión 4,51 años con TIR > 12 %, lo que demuestra que 
es económicamente factible.

Evaluación de la actividad probiótica del aditivo en 
pollos de ceba

La inclusión de L. pentosus LB-31 en la dieta de los po-
llos de ceba no tuvo efecto en los indicadores hematológi-
cos. Sin embargo, se detectaron diferencias para algunos 

Tabla 2. Efecto de algunos criterios de escalado en diferentes variables de operación

Criterio de 
escalado

Potencia (𝑷) Potencia por 
unidad de 
volumen (𝑷/𝑽)

Velocida d de 
agitación (𝒏)

Tiempo de 
mezclado 
(𝒕𝒎)

Velocidad en 
la punta del 
impelente
(𝒏𝒅𝒊)

Número de 
Reynolds 
(Re)

𝑃/𝑉 = 𝑐𝑡𝑒 0,23 𝑊 7,67 𝑊⁄𝑚3 39 𝑚𝑖𝑛−1 62 𝑠 0,068 𝑚⁄𝑠 7,85 𝑥 103

𝑛 = 𝑐𝑡𝑒 0,48 𝑊 16 𝑊⁄𝑚3 50 𝑚𝑖𝑛−1 48 𝑠 0,09 𝑚⁄𝑠 1 𝑥 104

𝑡𝑚 = 𝑐𝑡𝑒 0,56 𝑊 18,7 𝑊⁄𝑚3 52 𝑚𝑖𝑛−1 46 𝑠 0,09 𝑚⁄𝑠 1,06 𝑥 104

𝑛𝑑𝑖 = 𝑐𝑡𝑒 0,17 𝑊 5,56 𝑊⁄𝑚3 35 𝑚𝑖𝑛−1 69 𝑠 0,061 𝑚⁄𝑠 7,1 𝑥 103

𝑅𝑒 = 𝑐𝑡𝑒 0,059 𝑊 1,98 𝑊⁄𝑚3 25 𝑚𝑖𝑛−1 97 𝑠 0,043 𝑚⁄𝑠 5 𝑥 103
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de los indicadores de bioquímica sanguínea (tabla 3). Se 
encontró que la relación albúmina/globulina y las concen-
traciones de albúmina, colinesterasa y glutatión aumenta-
ron (p < 0,05); mientras que los niveles de globulinas, ácido 
úrico, amilasa pancreática, fosfatasa alcalina, colesterol y 
triglicéridos disminuyeron (p < 0,05) al incluir LB-31 en la 
dieta. El resto de los indicadores (proteínas totales, gluco-
sa y enzimas ALAT y ASAT) no mostraron diferencias entre 
tratamientos (p > 0,05).

En cuanto a los indicadores morfométricos de las aves 
solo se encontró que el intestino delgado disminuyó (p < 0,05) 
y la grasa abdominal aumentó (p < 0,05) con la inclusión de 
LB-31 en la dieta. Mientras que LB-31 no tuvo efecto en el 
peso relativo de la bolsa de Fabricio y el timo, órganos relacio-
nados con el sistema inmune.

Efecto de L. pentosus LB-31 como aditivo en la 
alimentación de corderos

En la tabla 4 se aprecia que los animales que recibieron 
el aditivo microbiano incrementaron su consumo de MS. En 
cuanto a los indicadores sanguíneos, la glucosa y el fósforo 
difirieron con respecto al control, aunque los grupos que re-
cibieron el aditivo microbiano alcanzaron el valor más bajo, 
sin diferencias entre dosis. Efecto contrario ocurrió con los 
triglicéridos, proteínas totales y albúmina que no difieren en-
tre tratamientos. Sin embargo, el colesterol obtuvo el valor 
más elevado al aplicar 24 mL del aditivo microbiano.

DISCUSIÓN
Uno de los aspectos fundamentales para la producción 

de probióticos es el diseño de medios de cultivos. En la pre-
sente investigación se obtuvieron concentraciones de LB-31 

en un medio diseñado con fuentes económicas (medio M4), 
similares al medio MRS. Se demostró que M4 cubre las nece-
sidades nutricionales de la cepa al utilizar los nutrientes de la 
melaza, el nitrógeno de la urea y elementos del acetato de so-
dio y citrato de amonio. En este sentido, varios estudios infor-
man el papel que juegan estas sustancias para el crecimiento 
de diferentes tipos de microorganismos probióticos. (15,16,17,18)

Otro resultado importante es que los metabolitos presen-
tes en el cultivo del inóculo no afectan el crecimiento de la cepa, 
lo que ofrece ventajas al no ser necesaria la incorporación de 
otra etapa (centrifugación) para la obtención del aditivo que 
pueda hacerlo más complejo y costoso, así como aumentar el 
tiempo de proceso. Además, M4 tiene beneficios económicos 
para el proceso de obtención a escalas productivas al utilizar 
la melaza, subproducto de la industria azucarera, con un costo 
menor que la glucosa. A su vez, tiene una composición simple 
comparada con otras que se informan en la literatura para el 
crecimiento de Lactobacillus, lo que constituye un aspecto ne-
cesario en las fermentaciones industriales.

Al estudiar diferentes condiciones de operación en biorre-
actores de laboratorio se obtuvieron concentraciones de LB-
31 con aumentos de 2 ciclos exponenciales, similares a los 
estudios de medios de cultivo. En este caso los mejores resul-
tados se obtuvieron al trabajar a bajas velocidades de agita-
ción, con la capacidad máxima del biorreactor y sin controlar 
el pH y OD. Resultados similares se obtuvieron para Lacto-
bacillus fermentum K73 y Lactobacillus rhamnosus LS-8. (19,20) 
Sin embargo, existen en la literatura resultados incongruentes 
que varían según la cepa con la que se trabaja. (21, 22)

Respecto al OD, el comportamiento fue similar en los 
3 estudios realizados. Este disminuyó durante las fases de 
adaptación y crecimiento exponencial, lo indica que la bacte-

Tabla 3. Efecto del aditivo con LB-31 en indicadores sanguíneos de pollos de ceba a los 42 días de edad

Indicador Tratamientos ± EE p-valor

Control Probiótico LB-31

Albúmina/Globulinas 0,60 0,83 0,03 <0,0001

Albúmina (g/L) 11,05 12,93 0,23 0,0001

Globulinas (g/L) 20,37 15,93 0,88 0,0032

Ácido úrico (mmol/L) 535,17 335,33 25,76 0,0001

Amilasa pancréatica (u/L) 593,00 498,33 20,81 0,0062

Fosfatasa alcalina (u/L) 3831,17 1762,00 193,33 <0,0001

Colinesterasa (u/L) 1704,67 1972,33 46,67 0,0012

Glutatión (u/L) 16,50 21,67 0,36 <0,0001

Colesterol (mmol/L) 3,53 3,05 0,12 0,0152

Triglicéridos (mmol/L) 1,49 1,05 0,07 0,0004
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ria asimila el oxígeno como nutriente. Característica que sim-
plifica el modo de operación para su crecimiento y facilita los 
estudios posteriores de escalado.

Al tener en cuenta los resultados anteriores y que el oxíge-
no disuelto consumido por LB-31 en el cultivo semiestático es 
de 20 % ± 10 %, se consideran adecuadas estas condiciones 
para su crecimiento en biorreactores y que el metabolismo 
esté dirigido, fundamentalmente, a la producción de biomasa 
y la obtención de altos rendimientos biomasa/sustrato. A una 
conclusión similar se arribó para el cultivo de Pediococcus 
acidilactici donde los autores demostraron que solo era nece-
sario suministrar oxígeno antes de la inoculación. (21) Además, 
el hecho de que no sea necesario controlar el pH y oxígeno 
disuelto durante la fermentación de LB-31 permite que el pro-
ceso sea simple y económico.

El estudio de estabilidad demuestra que el aditivo con 
LB-31 posee una concentración adecuada para ejercer su 
actividad probiótica y se mantiene hasta los 14 días a tem-
peratura ambiente (4,33 x 107) ufc/mL y 60 días en condicio-
nes refrigeradas (3,74 x 107) ufc/mL. Otros autores también 
comprobaron que cepas probióticas mantenían su viabili-
dad durante 28 días en condiciones de refrigeración (4 °C) y 
que la concentración era la recomendada para su uso como 
probiótico. (23,24) Los resultados del presente estudio son alen-
tadores y comparables con otros productos probióticos con-
servados en refrigeración que tienen tiempos de estabilidad 
inferiores al aditivo con LB-31. (25) Se debe destacar, además, 
que al cultivo no se le agregó ningún conservante que pudiera 
mejorar la supervivencia de la bacteria.

En la obtención de LB-31 a escala de laboratorio se de-
mostró que la característica más importante del proceso es 
lograr un mezclado adecuado a bajas velocidades de agi-
tación. Cuando se escala a tiempo de mezclado constante 
(46 s) la velocidad de agitación se mantiene en un valor bajo, 
lo que resulta favorable para el crecimiento de la cepa ya que 
permite evitar elevados gradientes de oxígeno disuelto debi-
do a la transferencia de masa por la agitación. Además, este 
tiempo es inferior al tiempo de duplicación de la biomasa de 
LB-31(1,08 h) y garantiza la homogeneidad del medio de culti-
vo antes de manifestarse la reacción biológica.

Como se demostró en los estudios con biorreactores de 
laboratorio una baja velocidad de agitación es la adecuada para 
que no se afecte el crecimiento de LB-31. Además, se ratificó el 
incremento de la potencia consumida y la relación P/V. Sin em-
bargo, no son valores extremadamente altos y para el mayor 
volumen de fermentación la P/V se encuentra en el intervalo 
(1-10) kW/m3, que es informado por Doran para biorreactores 
industriales. (26) De forma general, los resultados demuestran 
que, desde el punto de vista técnico, es factible utilizar el tiem-
po de mezclado constante para escalar a volúmenes de fer-
mentación de 500 L y 5000 L en equipos de 700 L y 7000 L 
de volumen total, respectivamente, así mismo el diseño de la 
planta cubre la demanda prevista del aditivo y permite un 93 % 
de ahorro por concepto de sustitución de importaciones.

Al realizar el escalado a tiempo de mezclado contante, 
no se afectaron los parámetros de crecimiento de LB-31 y se 
lograron similares concentraciones microbianas y rendimien-
tos biomasa/sustrato. Resultados similares obtuvo Brizuela 

Tabla 4. Valores medios de consumo absoluto y relativo de materia seca (MS) y de algunos indicadores sanguíneos de corderos 
tratados con L. pentosus LB-31

Indicadores Control L. pentosus LB-31, 109 ufc/mL SEM p

6 mL 12 mL 24 mL

Consumo absoluto (kg/d) y relativo (% PV, g/kgPV 0,75) de MS

CMS kg/d 1,85a 2,13b 2,14b 2,25b 0,04 0,0001

CMS % PV 3,56a 4,10b 4,33b 4,12b 0,09 0,0001

CMS g/kgPV075 95,6a 110,1b 116,2b 110,6b 2,38 0,0001

Indicadores sanguíneos (mmol/L)

Glucosa 4,25b 2,68a 3,13a 2,63a 0,26 0,016

Colesterol 1,41a 1,31a 1,43a 1,68b 0,07 0,037

Fósforo 2,00b 1,68a 1,73a 1,63a 0,07 0,048

Nota: a,b, por fila, medias con letras distintas difieren a p < 0,05 (Duncan 1955)
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al mantener constante la velocidad de agitación para escalar 
a 20 L la obtención de biomasa probiótica de Lactobacillus 
rhamnosus LB/103-1-5. (27)

La evaluación del aditivo en pollos de ceba, demostró 
que LB-31 mantiene sus características probióticas cuando 
se obtiene en un nuevo medio de cultivo y diferentes con-
diciones de operación. (28) Se obtuvo mayor eficiencia de 
utilización de la fracción proteica y, por ende, mejor esta-
do nutricional. Asimismo, los animales tratados con LB-31 
presentaron mejor estado de salud, reflejado en los niveles 
de ácido úrico, globulinas, amilasa pancréatica, fosfatasa 
alcalina y glutatión.

En corderos Pelibuey se evidenciaron efectos beneficio-
sos en el consumo de materia seca, lo que pudiera estar aso-
ciado a un mejor aprovechamiento de la fibra, producto del 
incremento de la actividad enzimática de microorganismos 
ruminales. (29) LB-31 también tuvo resultados positivos en la 
eficiencia del metabolismo energético animal, al considerar 
la concentración de glucosa como uno de los indicadores de 
mayor relevancia en este metabolismo. (30,31,32) Sin embargo, 
en el presente trabajo, a pesar de diferir los valores medios 
de glucosa y colesterol en los animales tratados con LB-31, 
estos fluctúan dentro del rango normal para la especie ovina. 
(33,34) Respecto a la albúmina se plantea que valores en el ran-
go obtenido indican una nutrición proteica adecuada y mejo-
ras en la condición corporal de los animales. (35)

Conclusiones

Se demuestra que el proceso de obtención del aditivo con 
L. pentosus LB-31 es simple, escalable, económicamente fac-
tible y mantiene su eficacia probiótica en animales.
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