EFECTO DE COMBINACIONES DE ACIDOS ORGANICOS SOBRE
LA MICROBIOLOGIA GASTRICA DE LECHONES
EN TRANSICION*

EFFECT OF COMBINATIONS OF ORGANIC ACIDS ON GASTRIC MICROBIOLOGY OF
WEANED PIGLETS

Franco, L.D., M. Fondevila', M. Mota y E. Solanas

Departamento de Produccion Animal y Ciencia de los Alimentos. Universidad de Zaragoza. Miguel Servet

177. 50013 Zaragoza. Espana.

teléfono 34-976 761660; fax 34-976 761590; e-mail mfonde@unizar.es

PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Acidificantes. Coliformes. Lactobacilos. In vitro.

RESUMEN

El efecto de la adicion (100 mEq) de los
acidos formico, lactico y fumarico, o sus combina-
ciones, sobre la poblacién microbiana del esté-
mago de lechones destetados fue estudiada in
vitro a dos valores de pH diferentes (3 y 4). Tras
4 hdeincubacion, todas las combinaciones redu-
jeron el numero de coliformes a menos de 102 por
ml, independientemente del pH del medio. El
numero de lactobacilos (log,, ml") fue de 7,24 sin
acidificantes, y se redujo hasta 5,79-5,68 con los
tratamientos que incluyeron acido fumarico, re-
gistrando valores intermedios (entre 6,29 y 6,60)
con los acidos lactico y formico, o su combina-
cion. La produccion de acidos grasos volatiles
mostro diferencias entre tratamientos en las pro-
porciones de acetato y propionato, lo que sugiere
cambios en la flora gastrica en funcién de la
combinacion de acidos.

*Este trabajo ha sido financiado a través del proyec-
to PTR 1995-0507-OP.
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SUMMARY

The effect of combinations of 100 mEq of the
organic acids formic, lactic and fumaric, alone or
in different combinations, on gastric microbial
population of weaned pigs was studied at two
different pH values (3 and 4) in vitro. All acid
combinations reduced coliform counts below 10?2
per ml after 4 h despite medium pH. Lactobacilli
counts (log,, ml") were highest (p<0.001) without
acidifiers (7.24), and lowest with treatments
including fumaric acid (from 5.79 to 5.68), being
intermediate with lactic and formic acids or their
combination (from 6.29 to 6.60). Volatile fatty
acids produced in fermentation showed diffe-
rences in acetate and propionate proportions,
suggesting changes in bacterial population with
acid combinations.

INTRODUCCION

Los acidos organicos son una de las
alternativas mas interesantes al em-
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pleo de antibidticos como promotores
del crecimiento en dietas para lecho-
nes recién destetados (Jensen, 1998;
Partanen y Mroz, 1999). Entre los
mecanismos de accion en diferentes
tramos del tracto gastrointestinal, uno
de los puntos a los que mas interés se
ha dedicado es a su efecto a nivel
gastrico, dado el papel de éste 6rgano
como puerta de entrada a la coloniza-
cidén microbiana del tracto digestivo
en animales jovenes. La adicion de
acidos organicos en la dieta permite
mantener un bajo pH gastrico y con-
trolar el equilibrio de las poblaciones
microbianas, asi como reducir el ries-
go de colonizacion de tramos posterio-
res del tracto digestivo por microor-
ganismos patogenos (Jensen, 1998).

El efecto inhibitorio de los acidos
organicos sobre los microorganismos
no s6lo depende de la magnitud de pH,
sino que puede considerarse aditivo
(Knarreborg et al., 2002), variando
cualitativamente con el acido emplea-
do. Invivo,los acidos formico (Bolduan
et al., 1988; Gedek et al., 1992) y
lactico (Geary et al., 1999; Knarreborg
etal.,2002) se han mostrado efectivos
contra coliformes y salmonellas, con
discrepancias respecto a su efecto so-
bre las bacterias acidolacticas (Gedek
et al., 1992; Knarreborg et al., 2002).
Por su parte, Risley et al. (1992) no
observaron un efecto apreciable del
acido fumarico sobre colis o lacto-
bacilos. Por tanto, es dificil predecir la
magnitud del cambio producido en la
poblacién microbiana si un acido es
sustituido por otro, asi como la direc-
cion de tal cambio (Hsiao y Siebert,
1999).

Aunque diversos acidos organicos
han probado su efecto como probioticos
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en general, y como agentes anti-
microbianos en particular, su diferen-
te modo de accion sugiere un aumento
de su eficacia mediante su combina-
cion, que de hecho es habitual en su
uso practico. Sin embargo, pocos tra-
bajos refieren el estudio de mezclas
acidos organicos, y en general se rela-
cionan con mezclas comerciales
(Sutton et al., 1991).

En este trabajo, distintas combina-
ciones de los acidos organicos formico,
fumarico y lactico, afiadidos en con-
centracion similar a las empleadas en
lapractica, se compararon en un medio
ados valores de pH fijos, para estudiar
el efecto de ambos factores y su
interaccion sobre la poblacion micro-
biana y su actividad fermentativa en
contenido gastrico de lechones recién
destetados. Dado que experimentos in
vivo no son adecuados para determinar
efectos sobre el pH gastrico (Partanen
y Mroz, 1999), al tiempo que el nime-
ro de tratamientos a probar es limita-
do, se decidid abordar este estudio en
condiciones in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Distintas combinaciones de los aci-
dos formico, lactico y fumarico en
base a su concentracion (mEq), 0:0:0
(BL); 100:0:0 (FOR); 0:100:0 (LAC);
0:0:100 (FUM); 50:50:0 (FOLA);
50:0:50 (FOFU); 0:50:50 (LAFU), res-
pectivamente, se evaluaron en condi-
ciones in vitro. Todas ellas se proba-
ron a dos valores de pH de incubacion
diferentes, 3,0 y 4,0. EI medio de cul-
tivo empleado se prepard en condicio-
nes de anaerobiosis, conseguidas me-
diante burbujeo con CO, durante al
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menos 45 minutos, en base a (ml/l):
agua destilada, 688; solucion de
microminerales, (13,2 g CaCl,.2 H O;
10 g MnCl, .4 H,O; 1 g CoCl .6 H,O;
y 8 g FeCl, .6 H,O en 100 ml), 0,11;
tampon glicilglicina 0,1M, 268; solu-
cion reductora (611 mg HCl-cisteina
en 93 ml agua destilada y 4 ml NaOH
IN), 44; y 1 g de una mezcla glucosa:
maltosa 1:1. Eltampoén glicilglicina se
preparod para ajustar el pH de los me-
dios de incubaciéon a 3.0 y 4.0. Las
mezclas de acidificantes se afiadieron
al medio de incubacion en dosis de 100
mEq/l, y se dispenso en alicuotas de 5
ml en tubos bajo atmoésfera de CO,,
esterilizdndose a 120 °C durante 20
minutos.

Como inoculo se empled el conte-
nido estomacal de lechones sacrifica-
dos 7 dias después del destete, mezcla-
do, diluido anaerébicamente 1:1 (v:v)
en la misma solucion estéril de
incubacion (sin acidificantes), que se
conservo en congelacion (-30 °C) por
4-6 dias, hasta el momento de inocula-
cion. Una vez descongelado, se mez-
clé con heces frescas de lechones en
transicion (0,04 g ml-! contenido esto-
macal), con el fin de aumentar la carga
microbianadel inéculo (Knarreborg et
al., 2001) y se inoculd cada tubo de
medio con 5 ml, resultando un volu-
men final de incubacion de 10 ml.

Los tubos se incubaron a 37 °C
durante 4 horas, asumido como tiempo
maximo de retencion en el estomago.
Una vez transcurrido ese tiempo, se
tomaron dos muestras de 2 'y 1 ml para
determinar el recuento microbianoy la
concentracion de acidos grasos volati-
les (AGV; diluida 1:1 en acido fosfo-
rico al 5 p.100), respectivamente. No

se analizo la concentracion de acido
lactico debido a que 3 de los 7 trata-
mientos experimentales lo incluian
como componente. La incubacion in
vitro se llevo a cabo en tres dias conse-
cutivos, resultando 14 tubos (7 mez-
clas acidas x 2 valores de pH) por cada
dia de incubacion. Se determind igual-
mente el pH final en el residuo de
incubacion.

La concentracion de acidos grasos
volatiles se determind siguiendo el
método de Jouany (1982), en un equi-
po HP 5890-A con una columna capi-
lar (Tecknokroma WAWS&0/100, 10
p.100 SP-1200 + 1 p.100 H3PO4).
Para los estudios microbiolégicos, las
muestras fueron diluidas seriadamente
en solucion salina estéril y se sembra-
ron en placas de Petri con medio
McConkey (diluciones 102 a 10%) y
agar Rogosa (diluciones 10 a 107),
que fueron incubadas a 38 °C durante
24 y 48 h, respectivamente, para re-
cuento de coliformes y lactobacilos.
Para el cultivo de lactobacilos, la at-
mosfera fue enriquecida con un 10
p.100 CO, en estufa de anaerobiosis.
Losresultados de concentracion se ex-
presan en base logaritmica.

Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante ANOVA,
empleando el paquete estadistico
Statistix 8 (Analytical Software, 2003).
Paracello, se consideraron factorializados
los efectos pH del medio y tratamiento
acidificante, y éstos y suinteraccion se
compararon con el error residual, con-
siderando tanda de incubacién como
bloque. Cuando se detectaron diferen-
cias significativas, éstas se compararon
mediante el procedimiento de laminima
diferencia significativa a p<0,05.
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RESULTADOS

En la tabla I se presentan los valo-
res medios de los efectos principales
tratamiento y pH para el pH final y las
concentraciones de los microorganismos
estudiados. Dado que la interaccion pH
X tratamiento no fue significativa en
ninguno de los parametros estudiados

Tabla I. pH final y concentracion media de
coliformesy lactobacilos (log,,ml"') de con-
tenido gastrico de lechones recién deste-
tados incubado in vitro, en funcion de la
combinacion de dcidos organicos. (Final pH
and average concentration (log,, ml") of coliforms
and lactobacilli in gastric content from weaned
piglets incubated in vitro, depending on the
combination of organic acids used).

pH final colibacilos lactobacilos

CTL 4,222 3,69 7,242
FOR 3,35° 2,30 6,29°
LAC 3,30° 2,30 6,60°
FUM 3,23° 2,30 5,68°
FOLA 3,30° 2,30 6,32°
FOFU 3,28° 2,30 5,67¢
LAFU 3,23° 2,30 5,79°
e.em.(n=6) 0,042 _— 0,125
pH 3 3,202 2,42 6,02°
pH 4 3,63° 2,57 6,432
e.e.m. (n=21) 0,023 o 0,066

CTL: control; FOR: acido férmico; LAC: acido
lactico; FUM: acido fumarico; FOLA: &acido
férmico:lactico 1:1; FOFU: acido férmico:fumarico
1:1; LAFU: &cido lactico:fumarico 1:1; e.e.m.:
error estandar de las medias.

Para cada parametro, letras distintas indican di-
ferencias significativas (p<0,05). La interaccion
pH x tratamiento no fue significativa (p>0,10) en
los parametros estudiados.
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(p>0,10), en las tablas se muestran
unicamente los valores medios de los
tratamientos acidificantes. A pesar de
que el pH del medio se ajustdé a 3,0 y
4,0 mediante el tampon glicilglicina,
el pH final registrado en los tubos en
los que se ajust6 a 4 se redujo a 3,5 por
la adicion de acidos organicos en los
tratamientos correspondientes, mien-
tras que en el caso del medio a pH 3 se
mantuvo en el rango previsto. Por el
contrario, el pH con el tratamiento
control subi6 ligeramente respecto a lo
previsto. La concentracion microbiana
(log,, ml") en el indculo empleado fue
de 4,61 + 0,346 y 6,90 + 0,220 para
coliformes y lactobacilos, respectiva-
mente. No se observaron colonias de
coliformes tras 4 horas de incubacion
cuando se anadieron acidos organicos
al medio, tanto a pH 3 como 4, por lo
que en esos casos se asumio la concen-
tracion mas baja detectable con las
diluciones empleadas (2 x 10*/ml, co-
rrespondiente a log, ;= 2,30). En con-
secuencia, se considerd inadecuado
realizar un analisis de varianza de los
resultados en este caso. Unicamente el
tratamiento CTL mostr6 presencia de
coliformes, que fue mayorapH4 (4,21
+0,42ml") quea3 (3,16 0,46 ml").
Respecto a la concentracion de
lactobacilos, en el medio a pH 3 resul-
té menor (p< 0,001) que a pH 4. Entre
tratamientos, la concentraciéon de
lactobacilos resultd mayor con CTL, y
aquellos que incluyeron acido fumarico
(FUM, FOFU y LAFU) presentaron
recuentos mas bajos que FOR, LACy
FOLA.

La concentracion total de AGV y
las distintas proporciones de acetato,
propionato, butirato e isovalerato se
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presentan en la tabla II. Dado que
después de las 4 h de incubacion in
vitro sélo se detectaron isobutirato y
valerato en 4 y 9 de las 42 muestras,
respectivamente, los resultados de és-
tos acidos volatiles no se han incluido
en la tabla I1. No se detect6 la presen-
cia de isovalerato en 15 de las mues-
tras, pero no obstante sus resultados
son presentados en la tabla II. La
produccion de AGV tendid (p=0,10) a
ser superior a pH 4 que a pH 3, pero no
se vio afectada por la combinacién de
acidos (p>0,10). Las proporciones de
los principales AGV (acetato, propio-

nato y butirato), al igual que la de
isovalerato, fueron independientes del
pH del medio (p>0,10), pero se obser-
varon diferencias significativas entre
tratamientos en la concentracion de
acetato y propionato (p< 0,001). La
proporcion de acetato fue superior
(p<0,05) con CTL y los tratamientos
FOLA y LAC que con FOR, FUM y
LAFU, registrando valores interme-
dios con FOFU. Inversamente, la pro-
porcion de propionato fue mayor
(p<0,05) en FUM y LAFU, intermedia
en FOFU y FOR y menor en LAC,
FOLA y CTL.

Tabla II. Concentracion total de dacidos grasos voldtiles (AGV; mmol I'') y proporciones
medias de acetato, propionato, butirato e isovalerato en contenido gastrico de lechones
recién destetados incubado in vitro, en funcion de la combinacion de acidos organicos. (Total
concentration of volatile fatty acids (AGV; mmol I") and average proportions of acetate, propionate,
butyrate and isovalerate in gastric content from weaned piglets incubated in vitro, depending on the

combination of organic acids used).

AGV Acetato propionato butirato isovalerato
CTL 4,38 0,7082 0,164¢ 0,104 0,020
FOR 5,56 0,656 0,192bcd 0,127 0,019
LAC 5,99 0,685 0,185¢ 0,107 0,014
FUM 5,19 0,648° 0,2232 0,112 0,010
FOLA 4,34 0,7022 0,174 0,118 0,003
FOFU 5,02 0,6743>c 0,193 0,118 0,011
LAFU 5,14 0,645¢ 0,208 0,124 0,014
e.e.m. (n=6) 0,618 0,0120 0,0064 0,0073 0,0044
pH 3 4,70 0,675 0,192 0,114 0,014
pH 4 5,48 0,673 0,191 0,117 0,013
e.e.m. (n=21) 0,330 0,0064 0,0034 0,0039 0,0024

CTL: control; FOR: acido formico; LAC: acido lactico; FUM: acido fumarico; FOLA: acido férmico:lactico
1:1; FOFU: acido férmico:fumarico 1:1; LAFU: &cido lactico:fumarico 1:1; e.e.m.: error estandar de las

medias.

Para cada parametro, letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05). La interaccién pH x
tratamiento no fue significativa (p>0,10) en los parametros estudiados.
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DISCUSION

El empleo de tampon glicilglicina
para ajustar el pH del medio de
incubacion se decidio en lugar de otros
tampones mas comunes, que incluyen
acido citrico o acético, para evitar la
posible interaccion de estos acidos or-
ganicos sobre larespuesta microbiana.
Aunque experimentalmente el ajuste
no respondio totalmente segtn lo pla-
neado (tabla I), este hecho no afectaa
la comparacion entre combinaciones
de acidos organicos ni al estudio del
efecto del pH sobre dicha respuesta,
pero obliga a tratar con precaucion la
comparacion de resultados entre los
acidificantes y el tratamiento control.

El uso de acidificantes en dietas
para lechones en transicion se enfoca
generalmente desde un punto de vista
cualitativo, considerando su capaci-
dad para reducir la concentracion de
coliformes, considerada perjudicial
para el estado sanitario del tracto
gastrointestinal, al tiempo que las bac-
terias acidolacticas son mas resisten-
tes tanto a bajos pH como a la adicion
de acidos organicos (Russell, 1992).
Almismo tiempo, el control de la flora
digestiva depende en parte de la ac-
cioén sinérgica de la poblacion de
lactobacilos, que pueden reducir el
numero de patdégenos y su virulencia,
entre otros mecanismos mediante la
produccion de compuestos antagoni-
cos (Drago et al., 1997).

En condiciones fisiologicas, el pH
gastrico en lechones recién destetados
es superior a los valores medios de
2,0-3,5 observables en animales adul-
tos (Kidder y Manners, 1978). Con
valores de pH entre 3,0 y 3,5, en este
experimento no se detectd la presencia
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de coliformes, por lo que a partir de
nuestros resultados no se desprenden
diferencias claras en el efecto de las
mezclas de acidos organicos sobre la
concentracion de coliformes. Tras 4
horas de incubacion in vitro, Kna-
rreborg et al. (2002) refieren concen-
traciones de coliformes (log , g)
proximas a 5 con un pH del medio de
4, quedesciendena4 conpH 3. Invivo,
Sutton et al. (1991) y Bolduan et al.
(1988) observaron una clarareduccion
de coliformes al afadir acido formico
en relacion al control. En ausencia de
acidos organicos en el medio, nuestros
resultados muestran que el pH del
medio afecta a la poblacién de
coliformes, que se ve marcadamente
reducida al bajar de pH de 4,5 a 4,0.
Teniendo en cuenta que las concentra-
ciones de colis se reducen a menos de
2,3 contodas las mezclas acidificantes,
tantoapH 3,0 como 3,5, puede inferirse
que probablemente existe un efecto de
los acidificantes independiente al del
pH (Knarreborg et al., 2002), aunque
no se aprecien diferencias entre com-
binaciones.

La reducciéon de la concentracion
de bacterias del género Lactobacillus
con el empleo de acidificantes, inde-
pendientemente del pH del medio, al-
canz6 mayor magnitud en los trata-
mientos que incluyeron acido fumarico
(FUM, FOFU y LAFU). También in
vitro, Knarreborg et al. (2002) obser-
varon una mayor tasa de mortalidad de
bacterias acidolacticas con acido
fumarico 100 mM que con la misma
concentracion de otros acidos organi-
cos, a pH 4,5. Asumiendo el mencio-
nado efecto sinérgico de los lactoba-
cilos en el control de la flora digestiva,
estos resultados sugieren que, desde el
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punto de vista microbiologico, combi-
naciones que incluyan el 4acido
fumarico son menos ventajosas que
otras con formico o lactico para el
equilibrio de la flora microbiana de los
lechones destetados.

Aunque los bajos valores de pro-
duccion de AGV registrados respon-
den a lo esperable en funcion de resul-
tados previos en contenido gastrico in
vivo (Sutton et al., 1991; Franco et al.,
2003), su magnitud limita la firmeza
de posibles conclusiones. No obstan-
te, las diferencias en las proporciones
de acetato y propionato sugieren di-
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