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RESUMEN

Lebame, es un producto obtenido a través de un proce-
so de fermentacion, a partir del inéculo LB-1, constitui-
do por dos cepas de bacterias (Bacillus subtilis B/23-45-
10 Nato y Lactobacillus bulgaricum B/103-4-1) y una
cepa de levadura (Saccharomyces cerevisiae L/25-7-12).
En este trabajo se realiz6 la evaluacién preliminar de la
estabilidad del indéculo LLB-1 a 12 °C y temperatura
ambiente (25 - 32 °C) durante 49 dias. No se detect6 cre-
cimiento de las bacterias después de los 28 dias de con-
servacién. La levadura mostré mejor estabilidad duran-
te el tiempo ensayado. El analisis estadistico del factor
tiempo tiene un efecto estadisticamente significativo
sobre la viabilidad de las bacterias; el factor tempera-
tura no mostr6 diferencia significativa para un 95,0 %
de nivel de confianza. Analizando la levadura se detec-
té diferencia significativa con el factor temperatura.
Los resultados obtenidos evidencian que el inéculo LB-
1 es efectivo a las condiciones estudiadas hasta los 28
dias de almacenamiento.

PALABRAS CLAVE: microorganismos eficientes, microor-
ganismos benéficos, estabilidad, Lebame, bioproducto.

ABSTRACT

Lebame, is a product obtained through a fermentation
process, from the inoculum LB-1, consisting of two
strains of bacteria (Bacillus subtilis B/23-45-10 Nato
and Lactobacillus bulgaricum B/103-4-1) and a yeast
strain (Saccharomyces cerevisiae 1/25-7-12). In this
work the preliminary evaluation of the stability of the
LB-1 inoculum was performed at 12 °C and at room
temperature (25-32 °C) for 49 days. No bacterial growth
was detected after 28 days of storage. Yeast showed bet-
ter stability over the time tested. Statistical analysis of
the time factor has a statistically significant effect on
the viability of the bacteria; the temperature factor sho-
wed no significant difference for a 95.0 % confidence
level. Analyzing the yeast, a significant difference was
detected with the temperature factor. The results show
that the LB-1 inoculum is effective at the conditions
studied up to 28 days of storage.

KEYWORDS: efficient microorganisms, beneficial micro-
organisms, stability, Lebame, bioproduct.

INTRODUCCION

El concepto y tecnologia de los Microorganis-
mos Eficientes fue establecido por el Dr. Teruo
Higa en Japén (1). El primer propésito de su uso
fue mejorar la calidad del suelo y obtener un alto
rendimiento de los cultivos sin usar agroquimicos
ni toxicos; actualmente se aplica mas diversa-
mente en la agricultura intensiva, pecuaria,

medio ambiente, acuicultura y otros.

Los microorganismos eficientes o EM son una
combinacién de microorganismos beneficiosos de
origen natural, que se han utilizado tradicional-
mente en la alimentacién. Contiene principal-
mente organismos beneficiosos de cinco géneros
principales: bacterias fototroficas, levaduras, bac-
terias acido lactico, actinomicetos y hongos de fer-
mentacién (2).
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Higa encontré que el éxito de su efecto poten-
ciador estaba en su mezcla; por esto se dice que los
microorganismos eficientes trabajan en sinergia,
ya que la suma de sus componentes tiene mayor
efecto que cada uno por separado (3).

Estos microorganismos cuando entran en con-
tacto con materia organica secretan sustancias
beneficiosas como vitaminas, acidos organicos,
minerales quelatados y fundamentalmente antio-
xidantes que promueven la descomposicion de la
materia organica y aumentan el contenido de
humus.

El Instituto Cubano de Investigaciones de los
Derivados de la Cana de Aztcar (Icidca), ha desa-
rrollado el producto Lebame a través de un proce-
so de fermentacién (4), a partir del inéculo LB-1,
constituido por dos cepas de bacterias (Bacillus
subtilis B/23-45-10 Nato y Lactobacillus bulgari-
cum B/103-4-1) y una de levadura (Saccharomyces
cerevisiae 1/25-7-12).

Para obtener un producto que cumpla con los
parametros requeridos para su uso y comerciali-
zacién es necesario partir de un inéculo que man-
tenga la estabilidad de los cultivos que lo consti-
tuyen. El objetivo de este trabajo es determinar la
estabilidad del inéculo LLB-1, en diferentes condi-
ciones de almacenamiento, por un periodo de 49
dias.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de indculo LLB-1: esta compuesto
por tres microorganismos dos bacterias B. subtilis
B/23-45-10 Nato, L. bulgaricum B/103-4-1 y una
levadura S. cerevisiae L/25-7-12. Cada uno de los
cultivos fueron crecidos e incubados por separado
en sus respectivos medios especificos a tempera-
turas 6ptimas de crecimiento. Posteriormente las
tres cepas bien crecidas se transfieren a un
medio formulado con miel y sulfato de amo-
nio, se incubaron a la temperatura éptima,
después de crecidos durante 48 horas se

Analisis estadistico de los resultados:
Utilizando el programa Statgraphics Centurion
XV, 2007 (6), mediante un analisis Anova
Multifactorial, teniendo en cuenta los factores:
temperatura y tiempo. La prueba de multiple ran-
gos en cada caso se realiz6 mediante el método:
95,0 % LSD de Fisher.

RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento de la estabilidad de los
microorganismos, en el lote del inéculo LLB-1 alma-
cenados en diferentes condiciones: refrigeracion
(12 °C) y a temperatura ambiente (25-30 °C), por
un periodo de aproximadamente 49 dias, se mues-
tran en la tabla 1.

Se puede apreciar que a temperatura ambien-
te los conteos de la UFC/mL de las bacterias osci-
laron entre 1,0 x 107 y 4,6 x 106 UFC/mL hasta los
28 dias de ensayo, después de este tiempo no se
detectd crecimiento en las diluciones sembradas,
mientras que el conteo de levaduras fue disminu-
yendo desde 1,1 x 108 hasta 2,4 x 105 UFC/mL. Se
puede apreciar que la mayor muerte celular ocu-
rri6 entre los 28 y 49 dias de almacenamiento.

En las muestras almacenadas a temperatura
de 12 °C, las mayores pérdidas de la viabilidad de
las bacterias ocurrieron después de los 21 dias con
una disminucién desde 1,0 x 107 hasta 5,5 x 10°
UFC/mL, las levaduras oscilaron entre 1,1 x 108 y
8,7x 107, mostrando una mejor estabilidad duran-
te los 49 dias de almacenamiento.

En la tabla 2, se aprecian los resultados del
andalisis estadistico, de varianza, del in6culo LB-1
en las condiciones de almacenamiento, estudiando
los factores: temperatura y tiempo.

Se puede observar que para las bacterias el
valor de probabilidad P- del factor tiempo es

Tabla 1. Estabilidad en el tiempo del in6culo LLB -1 a
diferentes temperaturas de almacenamiento

envasan en frascos plasticos de 1 litrp .de ) Estabilidad de los cultivos (UFC/mL)
capacidad, se cerraron de forma hermética Tiempo 12 oC ambiente (25 -32 oC )
y se almacenaron en refrigeracién (12 °C) y (dias) . :
temperatura ambiente (25-32 °C) y por un Bacterias |Levaduras |Bacterias Levaduras
periodo de 49 dias. 0 1,0x107| 1,1x10% | 1,0x107 | 1,1 x108
Determinaciones microbiolégicas: la 7 1,6x106] 1,0x10® | 7,2x107 | 8,6x 108
viabilidad de los microorganismos fue 14 1,5x106 | 3,5x108 | 4,6x106 | 3,0x 108
dgterminada con una frecuencia de siete 21 4,0x105| 6,6x106 | 1,1x108 | 1,5x 107
dlas.,,, durante 49 dias, mediante la determi- 28 55x105 | 1,4x107 | 1,1x107 | 1,4x 108
nacién de las UFC/mL. Para ello las mues- 5 p
Y 35 ND 1,1 x 10 ND 3,7x10
tras fueron sembradas por el método de 149 ND 13 %108 ND 9.7 x 106
diseminacién en la superficie, en placas con 0 X - X -
medio Agar Nutritivo WL (5). 49 ND 8,7x10 ND 2,4x 10

ND: No se detecta
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Tabla 2. Analisis de varianza para la
estabilidad de las bacterias y las levaduras a
las diferentes condiciones de almacenamiento

Efectos Valor de probabilidad - P
principales Bacterias Levadura s
Temperatura 0,2062 0,0196
Tiempo 0,0001 0,5200
Medias y 95.0% de Fisher LSD
(X 1.E6)
13F 3
8 10f ] 4
5 1
s 7 ;
<2 [
E 4f h
o [ ]
SENBIINE

0 8 192229 354350 57
Tiempo dias
A

po de la estabilidad del inéculo donde se puedan
detectar todos los microrganismos que integran el
in6culo LB-1, con una concentracién celular lo
suficientemente alta para poder garantizar la pro-
duccién del inoculante Lebame (7).

Teniendo como base los resultados del analisis
realizado se puede sefialar que bajo las condicio-
nes de trabajo establecidas, el in6culo LB-1 pre-
senta estabilidad hasta los 28 dias de almacena-
miento.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

- =

© - W
- —_ —
T
1 1 1

UFC mL levaduras

12 T amb.
Temp C
B

Figura 1. Anélisis estadistico de la influencia de los factores temperatura (A) y tiempo (B) en las bacte-

rias y levadura, respectivamente.

menor que 0,05 por lo que tiene un efecto estadis-
ticamente significativo sobre la viabilidad de las
bacterias; el factor temperatura no mostré dife-
rencia significativa, ya que el valor de probabili-
dades fue mayor que 0,05 para un 95,0 % de nivel
de confianza. Analizando la levadura se detectd
diferencia significativa con el factor temperatura,
este efecto no fue observado con el factor tiempo.

En la figura 1 se muestran las medias de la
viabilidad en UFC/mL de las bacterias analizando
el factor tiempo, y de las levaduras analizando el
factor temperatura, en los cuales se detect6 dife-
rencias significativas, con respecto al valor inicial
para todos los microorganismos.

Estos resultados evidenciaron lo descrito en la
tabla 2. Aunque no existe una diferencia significa-
tiva entre el factor tiempo para las bacterias y el
factor temperatura para las levaduras (figura 1),
se debe de establecer un compromiso para el tiem-

CONCLUSIONES

1. El factor tiempo tiene un efecto estadisticamen-
te significativo sobre la viabilidad de las bacte-
rias, no asi para el factor temperatura. En la
levadura se detecté diferencia significativa con
el factor temperatura, este efecto no fue obser-
vado con el factor tiempo.

2. El inéculo LB-1 del bioproducto Lebame es
estable hasta los 28 dias de almacenamiento

RECOMENDACIONES

Aunque el in6culo LLB-1, es estable hasta los 28
dias, se recomienda su utilizacién hasta los 21
dias de almacenamiento en condiciones ambienta-
les sin refrigeracion.
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