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Supervivencia de cepas probidticas encapsuladas destinadas a terneros jovenes frente
condiciones gastrointestinales simuladas.
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Los probiéticos son definidos por la organizacién mundial de la salud como “microorganismos vivos,
que administrados en un adecuado niimero, confieren beneficios al hospedador”'. Varios factores
como el proceso de produccion, las condiciones de almacenamiento y las bio-barreras del hospedador,
desafian inevitablemente la supervivencia de las bacterias probidticas. Para que ejerzan su efecto
beneficioso, los probidticos deben estar presentes a un nivel minimo (NMS) de 6 0 7 log UFC/g en el
alimento a consumir o una ingesta diaria minima de 8 log UFC?. La utilizacién de cdpsulas de tamafio
similar al pellet del alimento balanceado iniciador (macrocédpsulas), puede facilitar su administracién a
los terneros junto con la alimentacién®. El objetivo de este estudio fue evaluar la tasa de supervivencia
de dos cepas de Lactobacillus encapsuladas en condiciones gastrointestinales simuladas. Las cepas
estudiadas fueron L. casei DSPV 318T y L. plantarum DSPV 354T, de origen bovino. Ambas cepas
fueron activadas en placas con medio MRS (Man Rogosa Sharpe), a 37°C por 72 h en anaerobiosis.
Luego se realizaron dos cultivos consecutivos, ambas cepas por separado, en caldo MRS a 37°C
durante 16 h. Posteriormente fueron cultivadas, en co-cultivo, en un medio liquido desarrollado en el
“Laboratorio de Analisis de Alimentos del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICiVet UNL-
CONICET)”, el cual contenia: permeado de suero de queso (60 g/l), extracto de levadura 50 (g/1),
MgSO,. (0,2 g/l), MnSO, (0,003 g/l) y tween 80 (1 g/l). Una vez concluido el tiempo de crecimiento
del indculo, el mismo fue neutralizado (pH 6,5) con solucién NaOH estéril y posteriormente
centrifugado a 4500 g por 15 min. El sedimento obtenido se resuspendié en suero de queso para
obtener una suspensién que contenia aproximadamente 11 log UFC/ml. Posteriormente le fue
agregada una solucién de alginato de sodio y glicerina en proporcién 70:30 con respecto al medio de
cultivo. La concentracién final en la macrocdpsula (CAP) para el alginato de sodio fue de 20 g/l y de
75 g/l para la glicerina. Esta mezcla fue depositada en moldes de 1 ml y posteriormente almacenados a
-20°C durante 8 h para solidificar el contenido. Posteriormente, fueron sumergidos, primero en agua
hirviendo durante tres segundos, para despegar las CAP del molde y luego en una solucién de 0,1M
CaCl, durante 1 h para que el alginato polimerice. Luego, las cdpsulas fueron recuperadas por
filtracion y fueron llevadas a freezer -80°C por 8 h para su posterior liofilizacién. La misma se llevé a
cabo durante 12 h con una presiéon de 0,06 mbar y una temperatura de -54°C. Las CAP fueron
conservadas en frezzer -20 °C hasta su utilizacién. Para llevar a cabo la digestion in vitro las CAP se
incubaron en 9 ml de solucién de jugo géstrico simulado (JGS) que tenia 3 g/l de pepsina y pH 2 a
37°C durante 2 h. Posteriormente, se simuld la solucién de jugo intestinal simulado (JIS) para lo cual,
el pH de la solucién se ajusté a 5,0 (pH similar al del duodeno de los terneros) y se adiciond
pancreatina (1 g/1) y sales biliares (1,8 g/l) y se incub6é nuevamente a 37°C por 2 h. Por dltimo, el pH
se ajusté a 7,5 (pH similar a la porcién distal del intestino delgado de los terneros) y se mantuvieron
las concentraciones de sales biliares y de tripsina. Las muestras se incubaron a 37°C durante 2 h para
un total de 6 h de andlisis. Como control, se realiz6 el mismo tratamiento a bacterias no capsuladas
(CNE). Para esto se realiz6 un cultivo fresco de las dos cepas probidticas en medio de suero de queso.
Una vez finalizado el tiempo de incubacién las cepas probidticas se recogieron por centrifugacion y se
lavaron dos veces con buffer PBS. Posteriormente se resuspendié en 9 ml de JGS (con una
concentracién de 10° UFC/ml) y se procedié de la misma manera descripta anteriormente. La
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viabilidad bacteriana fue evaluada a las 0, 1, 2, 4 y 6 horas de incubacién, mediante recuento en placa.
Para esto, se realizaron diluciones decimales seriadas en agua peptonada bufferada. A continuacién, se
sembraron en placas con agar MRS y se incubaron a 37°C durante 72 h en anaerobiosis. Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado. La diferencia de viabilidad bacteriana entre las CNE y las
CAP se analiz6 utilizando un ANOVA de medidas repetidas. La pérdida de viabilidad bacteriana a
través del tiempo se analiz6 utilizando un ANOVA de una via. Se consider6 que existia una diferencia
significativas cuando P<0,05. En cuanto a los resultados, la viabilidad de las cepas probidticas, frente
a las condiciones gastrointestinales simuladas, fue mayor en las CAP que para las CNE a lo largo del
ensayo (p < 0,001). En el tiempo cero los recuentos bacterianos fueron de 11,17 log UFC/ml y 9,52
log UFC/ml para las CAP y las CNE respectivamente. La viabilidad de las CNE se redujo
significativamente a partir de la primera hora de ensayo (p< 0,001) siendo la tasa de supervivencia del
61% (5,76 log UFC/CAP), habiendo una pérdida de viabilidad de 3,75 log UFC/ml. En cambio en las
CAP se redujo significativamente la viabilidad a partir de la segunda hora de ensayo (p<0,001) siendo
la tasa de supervivencia del 97% (10,80 log UFC/CAP), habiendo una pérdida de viabilidad de 0.37
log UFC/CAP. Posteriormente, luego de 2 h de digestién en JIS a pHS5, se observé una pérdida de
0,81 log (UFC/CAP) para las CAP y de 4,15 log UFC/ml para las CNE siendo la tasa de supervivencia
de 93% y 49% respectivamente. La tasa de supervivencia al final del ensayo fue 46% para las CNE y
del 90 % para las CAP siendo la perdida de viabilidad de 4.35 Log UFC/ml y de 1,07 log UFC/CAP
respectivamente en relacién al tiempo 0 (P< 0,001). El recuento final fue de 10,1 log UFC/CAP para
las CAP y de 5,18 log UFC/ml para las CNE. El presente estudio ha demostrado que la encapsulacién
de probidticos en una matriz de suero con alginato de sodio y glicerina y posterior liofilizacion,
mejoran significativamente la supervivencia en medio gastrointestinal simulada. Estas macrocdpsulas
permitirdn a los microorganismos llegar viables a su sitio de accidn y ejercer un efecto beneficioso
para el animal.
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