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RESUMEN

El desarrollo de la actividad agricola-ganadera es uno de los pilares mas importantes sobre
el que se asienta la economia argentina. El aumento en las producciones y el consumo de
carnes traera aparejado un mayor consumo de alimentos balanceados y por consiguiente,
insumos destinados a la sanidad animal entre ellos los aditivos para alimentacién animal.
Durante varias décadas los antibiéticos se utilizaron como aditivos promotores del
crecimiento animal para mejorar la salud y el bienestar de los animales, como asi también
para aumentar el crecimiento y la eficiencia de la conversion. Una alternativa a su uso es la
suplementacion con probidticos para mantener o mejorar la salud y aumentar la
disponibilidad de nutrientes y el rendimiento de los animales y también demostrar que son
seguros en cuanto a los riesgos para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente.
La contaminacion de la alimentacion animal con micotoxinas afecta al rendimiento en la
produccion animal, por la disminucién del valor nutritivo del alimento y por el impacto
negativo que produce en la salud de los animales. El uso efectivo de aditivos alimentarios
gue contengan cepas de levaduras y/o BAL como adsorbentes y/o degradadores de
micotoxinas con propiedades probidticas constituye una alternativa promisoria. En este
trabajo se aplicd una estrategia tecnolégica que permitié la produccion de altas densidades
de biomasa seca de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 en medios de cultivo
optimizados con un sustrato de bajo costo utilizando disefios estadisticos experimentales. Se
lograron dos formulados de aditivos utilizados al 0,1% en la dieta para alimentacién animal;
uno simple a base de S. cerevisiae RC016 (1x10’ cél/g) y uno mixto (mezcla de liofilizados
1:1 L. rhamnosus RC007 (1x108 células/g) y S. cerevisiae RC016 (1x10’ células/g)). Estudios
por microscopia electrénica y el perfil de macromoléculas por espectroscopia infrarroja
revelaron que el medio de cultivo y el tracto gastrointestinal afectaron la composicién de
pared celular de las levaduras y por consiguiente la captacién de micotoxinas. S. cerevisiae
RCO016 presentd mayor adsorcion de AFB; en el jugo gastrico (95,3%) mientras que L.
rhamnosus RC007 en solucion intestinal, pero con altos niveles de desorcion; sin embargo
logré hasta un 80,4% de degradacion de AFB;. Ambas cepas demostraron ausencia de
citotoxicidad en la linea celular Vero y ausencia de genotoxicidad en médula 6sea de pollos.
La administracion del formulado liquido mixto (S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007)
a ratones sanos BALB/c no indujo modificaciones en las citoquinas proinflamatorias de fluido
intestinal. La aplicacion del formulado simple a base de S. cerevisiae RC016 liofilizada en
alimento de pollos parrilleros permitié contrarrestar el efecto de la micotoxina (p<0,01). Los

pollos que recibieron el formulado mixto demostraron en general una mejora en los



parametros productivos analizados logrando prevenir el efecto toxico de la micotoxina. Este
hallazgo se relacion6 con menores dafos histoldgicos en el intestino delgado. El uso de
aditivos a base de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 en la alimentacién animal
proporciona mayor proteccion frente a la contaminacibn con micotoxinas, aportan
caracteristicas benéficas como probiéticos y son seguros para su uso como suplemento en
alimentos para animales, ejerciendo efectos benéficos que mejoran la sanidad y la

productividad animal. Ademas estas cepas demostraron ser escalables industrialmente.



ABSTRACT

The development of the agricultural-livestock activity is one of the most important Argentine
pillars. The livestock production and the meat consumption increasement will bring a greater
consumption of feedstuff and consequently, inputs destined to animal health, among them the
additives for animal feed. For several decades antibiotics were used as animal growth
promoter (AGP) additives to improve the health and welfare of animals, as well as to increase
growth and conversion efficiency. The supplementation with probiotics constitute an
alternative of AGP to maintain or improve health and increase the availability of nutrients and
performance of animals and also to show that they are safe in terms of risks to human health,
animal health and the environment. The contamination of animal feed with mycotoxins affects
the performance in animal production, the decrease in the nutritional value of the food and
the negative impact on the health of the animals. The effective use of feed additives
containing yeast and/or lactic acid bacteria (LAB) strains as adsorbents and/or mycotoxin-
degraders with probiotic properties is a promising alternative. In this work, a technological
strategy was applied that allowed the production of high densities of dry biomass of S.
cerevisiae RC016 and L. rhamnosus RCO07 in optimized culture media with a low cost
substrate using experimental statistical designs. Two formulations were obtained at 0.1% of
additives in the diet for animal feed. A simple formulation, based on S. cerevisiae RC016
(1x10" cells/g), and another mixed (1:1 lyophilized mixture L. rhamnosus RC007 (1x10®
cells/g) and S. cerevisiae RC016 (1x10’ cells/g)). Studies conducted by electron microscopy
and the profile of macromolecules by infrared spectroscopy revealed that the culture medium
and the gastrointestinal tract affected the yeasts cell wall composition the and the mycotoxins
adsorption. S. cerevisiae RC016 had the highest AFB;adsorption in gastric juice (95.3%)
while L. rhamnosus RCO007 in intestinal solution, but with high levels of desorption; however,
it obtained 80.4% degradation of AFB;. Both strains demonstrated absence of cytotoxicity in
the Vero cell line and absence of genotoxicity in bone marrow of chickens. The administration
of S. cerevisiae RC016 and L. rhamnosus RCO007 to healthy Balb-c mice did not induce
changes in proinflammatory cytokines of intestinal fluid. The application of a simple
formulation based on S. cerevisiae RC016 prevented the effect of mycotoxin (p<0.01). The
chickens that received the mixed formulation showed in general an improvement in the
productive parameters analyzed and the prevention of the toxic effect of the mycotoxin. This
finding was related to minor histological damage in the small intestine. The use of additives
based on S. cerevisiae RC016 and L. rhamnosus RCO007 in animal feed provides greater

protection against contamination with mycotoxins, provides beneficial characteristics such as



probiotics and is safe for use as a supplement in animal feeds, exerting effects beneficial that
improve animal health and productivity. In addition, these strains proved to be industrially
scalable.



INDICE

Resumen
Abstract

Introduccién

Industria de los alimentos destinados a los animales.
Antibioticos promotores de crecimiento.
Alternativas al uso de antibiéticos promotores de crecimiento.
Aditivos para alimentacion animal.
- Aditivos tecnoldgicos.
- Aditivos organolépticos.
- Aditivos nutricionales.
- Aditivos zootécnicos.
- Coccidiostaticos e histomonostaticos.
Normativa relativa a los aditivos para piensos para uso animal.
- Prebidticos.
-  Enzimas.
- Aditivos fitogénicos.
- Péptidos bioactivos.
- Micotoxinas.
Probidticos.
Salud intestinal.
Las micotoxinas como agentes toxicos alimentarios.
Saccharomyces cerevisiae RC016.
Lactobacillus rhamnosus RC007.
Métodos de evaluaciéon de seguridad de sustancias bioactivas.

Produccién de probiéticos: aspectos tecnolégicos

Hipotesis general
Objetivo general

Materiales y métodos

a) Optimizacion y produccién de biomasa de S. cerevisiae RC016y L.

rhamnosus RC0O07 probidticos antimicotoxinas a través de disefios

13
17
18
19
19
20
20
20
21
21
21
22
22
22
23
27
29
30
31
32
32

35

35

36

37



© 00 N oo o A~ W DN PP

estadisticos experimentales.

. Microorganismos.

. Condiciones de cultivo.

. Curvas de crecimiento en medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono.
. Determinacion del crecimiento celular.

. Pardmetros cinéticos.

. Pardmetros productivos.

. Determinacion de glucosa.

. Determinacion de acidez titulable.

. Formulacion de un medio de cultivo apropiado para la produccion de biomasa

utilizando disefios estadisticos experimentales.

9.1. Disefos estadisticos experimentales y analisis de los resultados.

9.2. Disefo de seleccion.

9.3. Disefios de optimizacion.

10
10

11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.

b) Escalado de la produccién de biomasa de S. cerevisiae RC016y L.

rhamnosus RCO007.

. Validacion de los medios optimizados en biorreactor.

.1. Parametro de escalado. Tiempo de mezclado.

¢) Formulacién de aditivos alimentarios bioldgicos simples y en mezcla.

Agentes crioprotectores.

Preparacion de la biomasa y proteccion.

Liofilizacion.

Viabilidad.

d) Estudios de la variabilidad ultraestructural de la pared celular de S.

cerevisiae RC016 expuesta a diferentes componentes del medio de cultivo

y su influencia sobre la adsorcion de aflatoxina B;.

Produccioén de aflatoxina B;.

Microscopia electrénica de transmisién (MET).
Microscopia 6ptica de alta resolucion (MOAR).
Espectroscopia infrarroja (IR).

Ensayos de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; en tracto gastrointestinal

simulado.

21

. Soluciones artificiales del tracto gastrointestinal.

e) Estudio del mecanismo de reduccién de aflatoxina B; por Lactobacillus

Cuantificacion de aflatoxina B; por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

37
37
37
39
39
39
40
40

40

40
40
41

41

41
42
42
42
42
43
43

43

43
44
44
44
45

45

46
48



rhamnosus RCO007.
22. Ensayos de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; en tracto gastrointestinal
simulado.
23. Ensayo de degradacion de aflatoxina B; por extracto libre de células.
f) Estudios de seguridad bioldgica (cito y genotoxicidad) de S. cerevisiae
RCO016 y L. rhamnosus RCO07 y sus sobrenadantes en cultivos celulares.
24. Ensayo de citotoxicidad en células Vero.
25. Revelacioén por incorporacion de rojo neutro.
26. Ensayo de genotoxicidad a partir de médula 6ésea de pollos parrilleros
g) Estudios de la influencia de la mezcla de S. cerevisiae RC016y L.
rhamnosus RCO07 sobre el sistema inmunolégico en ratones BALB-c.
27. Evaluacion de los efectos de la mezcla de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus
RCO0O07 en ratones sanos.

28. Determinacion de citoquinas en fluido intestinal.

h) Disefio de estudio in vivo en pollos parrilleros aplicando un aditivo simple.

29. Animales y disefio experimental.
30. Determinacién de los parametros productivos: ganancia de peso, indice de
conversion, rendimiento de carcasa y peso de los 6rganos.
i) Disefo de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo mixto.
31. Disefio experimental.
31.1. Animales empleados.
31.2. Dietas experimentales.
32. Variables medidas.
32.1. Parametros productivos.
32.2. Pardmetros bioquimicos.
32.3. Necropsia.
32.4. Histopatologia de los 6rganos.
32.5. Analisis histolégico del intestino delgado.

i) Analisis de los resultados.

CAPITULO |
PRODUCCION DE BIOMASA. Optimizacién, escalado industrial y formulacion.

Introduccién

48

48

48

48
49
49

50

50

50
51
51

52

52
52
52
53
58
58
58
58
58
59
59

60

60

61



Hipodtesis y objetivos

Resultados y discusién
a) Optimizacion y produccién de biomasa de S. cerevisiae RC016y L.
rhamnosus RCO07 probidticos antimicotoxinas a través de disefios
estadisticos experimentales.
Curvas de crecimiento de S. cerevisiae RC016 en medios de cultivo suplementados con
diferentes fuentes de carbono.
Curvas de crecimiento de L. rhamnosus RC007 en medios de cultivo suplementados
con diferentes fuentes de carbono.
Disefos estadisticos experimentales.
Disefio de seleccion de Plackett- Burman.
Disefio de optimizacion de Box- Behnken.
Metodologia de superficie de respuesta.
b) Escalado de la produccién de biomasa de S. cerevisiae RC016y L.
rhamnosus RCO007.
Pardmetro de escalado: tiempo de mezclado.
Validacion de los medios optimizados en biorreactor.
¢) Formulacién de aditivos alimentarios bioldgicos simples y en mezcla.

Conclusiones parciales

CAPITULO I

DINAMICA DE LA REDUCCION DE AFLATOXINA B1 EN PRESENCIA DE S.
cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RCO0O07. Influencia del tracto gastrointestinal

simulado.
Introduccion

Hipotesis y objetivos

Resultados y discusién
a) Variabilidad estructural de la pared de Saccharomyces cerevisiae RC016 y
su influencia sobre la adsorcién de aflatoxina B;.
Determinacion del tamafio de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae RC016 por
microscopia electrénica de transmision y microscopia 6ptica de alta resolucion.
Determinacion de la composicion quimica de Saccharomyces cerevisiae RC016 por

espectroscopia IR.

64

65

65

65

67

69
69
72
72

76

76
77
79
82

83

83

84

86

87

87

87

88



Capacidad de adsorcion / desorcion de AFB1 por Saccharomyces cerevisiae RC016 en
tracto gastrointestinal simulado.
b) Adsorcién/desorcion/degradacion de aflatoxina B; por Lactobacillus
rhamnosus RC0O07.
Efecto de las condiciones gastrointestinales simuladas sobre la union de la aflatoxina
B;.
Ensayo de degradacion de aflatoxina B;.

Conclusiones parciales

CAPITULO IlI

SEGURIDAD Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ADITIVOS BIOLOGICOS
SIMPLES Y MIXTOS COMO PROBIOTICOS ANTIMICOTOXINAS.

Introduccion

Hipo6tesis y objetivos

Resultados y discusién
a) Estudios de seguridad biolégica (cito y genotoxicidad) de S. cerevisiae
RC016y L. rhamnosus RC007.
Ensayo de citotoxicidad in vitro en cultivos celulares.
Ensayo de genotoxicidad a partir de médula ésea de pollos parrilleros.

b) Disefio de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo simple.
Pardmetros productivos: ganancia de peso, indice de conversién y peso de la carcasa.
Peso de los diferentes érganos.

¢) Estudios de la influencia de la mezcla de Saccharomyces cerevisiae RC016

y Lactobacillus rhamnosus RC007 sobre el sistema inmunolégico en
ratones BALBI/c.

d) Disefio de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo mixto
Pardmetros productivos: ganancia de peso, indice de conversién y rendimiento de
carcasa.

Parametros bioquimicos.

Peso relativo de los érganos inmunes como marcador de inocuidad para los probiéticos.

Peso del higado y andlisis de lesiones macroscopicas.
Histopatologia de los higados.

Anadlisis histoldgico del intestino delgado de pollos alimentados con aflatoxina B, y el

92

95

96

97
100

101

101

102

105

106

106

106
110
112
113
120

122

125

127

132
134
136
139
142



formulado mixto de probidticos.

Conclusiones parciales

Conclusiones finales
Perspectivas futuras
Bibliografia

Anexo

145

146

148

150

165



indice de Figuras

Figuras
1
2

3

10

11

12

13

14

15

16

Actores intervinientes en la produccion porcina en Argentina (SAGyP. 2016).
Actores intervinientes en la produccion avicola en Argentina (SAGyP. 2016).
Actores intervinientes en la produccion bovina en Argentina (SAGyP. 2016-
2017).

Plan Estratégico Agroalimentario 2020 (PEA2020).

Propagacion de la resistencia a los antibioticos (OMS).

(www.who.int/druresistance/es/).

Esquema general de las aplicaciones benéficas de DFM en rumiantes.
Esquema general de los mecanismos de accién y aplicaciones beneficiosas
de los probibticos en aves.

Simulacién del tracto gastrointestinal de un animal monogastrico.

Esquema de la distribucion de los grupos experimentales en el galpon.
Esquema de la distribucién y cantidad de animales por jaula.

Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae RC016 con diferentes
fuentes de carbono: a) Glucosa; b) Melaza; c) Burlanda (DDG’s) y d) JRC. En
frascos agitados a 28°C.

Curva de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus RC007 incubado en tubos
sin microaerofilia a 37°C, en medios de cultivo suplementados con: (A)
glucosa; (B) lactosuero; (C) melaza y (D) JRC.

Graficos de contorno para el disefio de optimizacibn que muestra el efecto
sobre el crecimiento de S. cerevisiae RC016 (N° células/ mL) de: (A)
concentracion de extracto de DDG’s (%) y tiempo de incubacién (h), (B)
concentracion de urea (%) y concentracion de extracto de DDG’s (%), (C)
concentracion de urea (%) y tiempo de incubacion (h). La escala de colores
muestra los niveles de produccion de biomasa de la levadura.

Graficos de contorno para el disefio de optimizacion que muestra el efecto
sobre el crecimiento de L. rhamnosus RCO007 (rendimiento x/s) de: (A)
extracto de levadura (g/L) y CaCO3 (g/L), (B) azlcares reductores (g/L) y
extracto de levadura (g/L), (C) azucares reductores (g/L) y CaCO3 (g/L). La
escala de colores muestra los niveles de produccion de biomasa.

Fotografia del polvo obtenido luego del proceso de liofilizacion: (A) S.
cerevisiae RC016 y (B) L. rhamnosus RCO007.

Andlisis de la ultraestructura de las células de levaduras de Saccharomyces

Péagina
11
12

12
14
18
24
27

47
57
57

66

68

74

75

81

87


http://www.who.int/druresistance/es/

17

18

19

20

21

cerevisiaeRC0016: (a) espesor de la pared celular en medio DDGse y (b)
espesor de la pared celular en medio YPD. Ampliacién 12 000.

Composicion en macromoléculas de células completas de Saccharomyces
cerevisiae RC016 crecidas en diferentes medios de cultivo y sometidas luego
a la solucion intestinal artificial por espectrometria FT-IR.

Perfil de la region de polisacéridos presentes en las células completas de
Saccharomyces cerevisiae RC016 crecidas en diferentes medios de cultivo y
sometidas luego a la solucién intestinal artificial por espectrometria FT-IR.
Higados representativos de pollos parrilleros en los distintos tratamientos. T1:
control; T2: toxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 +
Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto + toxina; T5: comercial.
Histopatologia de los higados de pollos parrilleros sometidos a diferentes
tratamientos. a) T1: control; b) T2: toxina, c¢) T3: formulado mixto
(Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); d) T4:
formulado mixto + toxina; e) T5: comercial. Aumento 40X.

Microfotografias representativas del intestino delgado de cada grupo de
tratamientos a 500x y 1000x. T1: control; T2: toxina; T3: formulado mixto
(Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RCO007); T4:
formulado mixto + toxina; T5: comercial. | Indica la presencia de glandulas

Brinner.

90

91

138

141

144



Indice de Tablas

Tabla
1
2

3

10

11

12

13

14

Microorganismos utilizados como probidticos en alimentacion animal.

Especificaciones y composicién del jarabe de refineria comercial.
Composicion del alimento iniciador para pollos parrilleros.
Composicion centesimal del alimento iniciador para pollos parrilleros.
Concentracion de aditivos.

Niveles de AFB; presentes en las distintas dietas experimentales.

Pardmetros cinéticos: Velocidad especifica de crecimiento (umax) y
tiempo de duplicacion (Td), de Saccharomyces cerevisiae RC016 en
medios de cultivo suplementados con diferentes fuentes de carbono,

incubados en Erlenmeyer agitados a 180 rpm y 28°C.

Parametros cinéticos: velocidad de crecimiento (umax) y tiempo de
duplicacion (Td), de Lactobacillus rhamnosus RC007 en medios de
cultivo suplementados con diferentes fuentes de carbono, en tubos a

37°C, sin microaerofilia.

Disefio de seleccion de Plackett- Burman para S. cerevisiae RC016

con DDGse como fuente de carbono.

Disefio de seleccidén de Plackett- Burman para L. rhamnosus RC007

con melaza como fuente de carbono.

Pardmetro de escalado tiempo de mezclado medido en distintas

condiciones de agitacion y de pH.

Pardmetros cinéticos y productivos de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RCO007 utilizando JRC como fuente de carbono para el

medio de cultivo optimizado.

Andlisis de la ultraestructura de la pared celular de Saccharomyces

cerevisiae RC016.

Adsorcién de aflatoxina B1 (ng/mL) por Saccharomyces cerevisiae
RCO016 crecida en medio YPD simulando el pasaje a través del tracto

gastrointestinal parcial y completo.

Péagina
25
38

54
54
55

56

66

68

71

71

77

79

88

94



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

Adsorcion de aflatoxina B; (ng/mL) por Saccharomyces cerevisiae
RCO016 crecida en medio DDGse simulando el pasaje a través del
tracto gastrointestinal parcial y completo.

Capacidad de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; de Lactobacillus
rhamnosus RCO007 simulando el pasaje por el tracto gastrointestinal

completo.

Capacidad de adsorcién y desorcion de aflatoxina B1 de Lactobacillus
rhamnosus RCO007 en cada porcion del tracto gastrointestinal

simulando.

Porcentajes de degradacion de aflatoxin B1 por el extracto libre de
células de Lactobacillus rhamnosus RC007 en diferentes tiempos de

exposicion.

Porcentaje de viabilidad de células Vero enfrentadas a diferentes
concentraciones de S. cerevisiae RC016, L. rhamnosus RCO007 y en

mezcla.

Porcentaje de viabilidad de células Vero enfrentadas a diferentes
concentraciones de sobrenadante de S. cerevisiae RCO016, L.

rhamnosus RC007 y en mezcla.

Porcentaje de eritrocitos  normocromaticos  micronucleados
(ENCMN) en pollos parrilleros alimentados con diferentes

tratamientos experimentales.

Ganancia de peso total de los pollos en los diferentes tratamientos

con levadura y AFBL1.

indice de conversion de los pollos en los diferentes tratamientos con

levaduray AFBL1.

Peso de las carcasas (kg) de pollos que recibieron diferentes dietas

con levadura y AFB1.

Peso de diferentes érganos (g) de pollos que recibieron diferentes

dietas con levadura y AFBL1.

Efecto de un formulado liquido mixto de S. cerevisiae RC016 vy L.

95

96

97

98

108

109

111

114

115

115

121

122



27

28

29

30

31

32

33

34

rhamnosus RC007 en la produccion de citoquinas en fluido intestinal
de ratones BALB/c.

Ganancia de peso total (kg) de los pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.
Consumo diario de los pollos parrilleros en los distintos tratamientos.

indice de conversion por dia de los pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

Porcentaje en peso de las carcasas (g) de los pollos parrilleros en los

distintos tratamientos.

Parametros bioquimicos a partir de sueros de pollos parrilleros en los

distintos tratamientos.

Parametros bioquimicos a partir de sueros de pollos parrilleros en los

distintos tratamientos.

Porcentaje en peso de los 6rganos inmunes de pollos parrilleros en

los distintos tratamientos.

Porcentaje de peso relativo de los higados de pollos parrilleros en los

distintos tratamientos.

129

130

130

132

133

134

136

137
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INDUSTRIA DE LOS ALIMENTOS DESTINADOS A LOS ANIMALES

Segun la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), los paises en desarrollo
concentraran el crecimiento demogréafico a nivel mundial. Antes del afio 2050, serdn 9306
billones de personas en el planeta, 2410 billones mas que en el afio 2010. Africa y Asia,
compuestos principalmente por paises en desarrollo, concentraran el 89,1% del niamero
adicional de habitantes del planeta, junto con algunas naciones de América Latina. La Food
and Agriculture Organization (FAO) (2009), revela que el consumo de carne mundial
continla en alza, a una velocidad mayor que el mismo crecimiento de la poblacién. El
documento “El Estado Mundial de la Agricultura y la Alimentacién” de las Naciones Unidas,
FAO (2009), revela que este crecimiento, acompafiado de un aumento en los ingresos y la
urbanizacion, en especial en los paises en desarrollo, permiten estimar para el afio 2050, un
incremento en el consumo per capita de todas las carnes de aproximadamente 36%. Al
aumentar la cantidad de carne consumida, habra un aumento en la demanda de alimentos

balanceados, de sus ingredientes y suplementos.

La industria de la alimentacion animal ha experimentado un crecimiento del 14,6% en los
altimos cinco afos, lo que equivale a un promedio anual de 2,76%. La produccién mundial de
alimento balanceado durante 2018 aumento un 3%, alcanzando 1103 millones de toneladas,
superando los 1000 millones de toneladas métricas por tercer aflo consecutivo Son escasos
los datos oficiales respecto de la produccion de alimentos balanceados a nivel mundial; una
empresa privada realizé una encuesta en el afio 2018 (abarca 144 paises y mas de 30.000
fabricas de alimento balanceado donde se muestra que los 30 principales mercados —entre
los que se encuentra la Argentina- poseen el 82% de las fabricas de alimento balanceado del
mundo y producen el 86% del total global) que estima que en los Ultimos cinco afos, la
industria de alimento balanceado ha visto un crecimiento del 13%, lo que equivale a un
promedio de 2,49% anual. China y Estados Unidos siguen siendo los dos principales paises,
produciendo un tercio de todo el alimento balanceado, y el crecimiento predominante
proviene de los sectores de cerdos, pollo de engorde y ganado lechero, asi como de las
regiones de Europa y Asia-Pacifico. En América Latina Brasil sigue siendo el lider en la
produccion de alimento balanceado de la region y el tercero a nivel mundial. Brasil, México y
Argentina representan casi el 75% de la produccion regional de alimento balanceado. “La
industria de alimentos balanceados en el pais viene creciendo en los ultimos diez afios,
acompafando a la produccion intensiva como es la produccién intensiva o en feed-lot, la

industria avicola y la porcina; por lo tanto podemos decir que la region esta muy bien



posicionada a nivel mundial en este tema”, sostuvo el presidente del Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), Jorge Dillon, al disertar en la 5° Reunion del
Comité Mixto de FeedLatina, que se realiz6 en Buenos Aires, entre el 12 y el 15 de junio. El
funcionario del SENASA también dijo que “la Argentina estd marcando un camino en cuanto
a la resistencia antimicrobiana, mediante una estrategia nacional conformada por los
ministerios nacionales de Agroindustria y de Salud” y afirmé que “la norma sancionada en
2015 en nuestro pais establece que para 2019 no se acepten mas registros de alimentos
para animales que contengan medicamentos y que sean utilizados con el concepto de patron

de crecimiento” (http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/dillon-crece-la-

industria-de-alimentos-balanceados-en-la-argentina).

Argentina es un pais que se ha caracterizado a lo largo del tiempo por su importante
produccion agropecuaria. Las caracteristicas de su territorio, de grandes y fértiles
extensiones han influido y potenciado el desarrollo de la actividad agricola-ganadera, uno de

los mas importantes pilares sobre el que se asienta la economia argentina.

Las materias primas para elaborar alimentos para animales son productos preparados
industrialmente, cuya composicion esta representada por cereales (maiz, sorgo, trigo y
harina de soya), subproductos de cereales, melaza de cafia, grasa, calcio, fésforo, vitaminas,
minerales trazas y aditivos (enzimas y hormonas). De estos componentes, los cereales,
principalmente el maiz, el trigo, el sorgo y, recientemente el arroz, son las principales fuentes
energéticas que constituyen mas del 50% del total de los ingredientes de las raciones para
animales de produccion.

La necesidad de incrementar la eficiencia productiva de los sistemas, no solo para aumentar
la produccion de carne sino para mejorar su competitividad, ha dado lugar a un proceso de
intensificaciébn de los sistemas productivos. Los sistemas pastoriles se han intensificado
incorporando a la dieta de los animales forrajes conservados como ensilajes y/o henos y
granos de cereales. Incluso la terminacién en cria intensiva o “feed-lot” de los animales ha
tenido un importante crecimiento en las Ultimas décadas (Rearte, 2011).

En cuanto a la produccion porcina, la carne de cerdo es la mas elegida por los consumidores
en el mundo occidental. En Argentina, su popularidad viene en aumento: solo en 2016
incrementé otro kilo su participacion en las mesas locales. Segun las Ultimas cifras
divulgadas por SENASA, la faena porcina alcanzoé las 5,98 millones de cabezas y las 519000
toneladas de produccion el afio pasado, experimentando asi incrementos del 8,4 y 7,1%,

respectivamente en relacion a 2015. Los datos oficiales dan cuenta de un consumo per


http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/dillon-crece-la-industria-de-alimentos-balanceados-en-la-argentina
http://www.senasa.gob.ar/senasa-comunica/noticias/dillon-crece-la-industria-de-alimentos-balanceados-en-la-argentina
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capita cercano a los 12,5 kilos en los ultimos 12 meses. La Figura 1 muestra el sector
porcino en nimeros del afio 2016.

Facturacion: US$ 735 millones

(Producci6n primaria) Capones producidos por afio:
5,98 millones

Industria total: US$ 2.100 millones,
representa el 0,4% del PBI

Cantidad de madres: 380.000 Produccion en toneladas (2016): 519.000

Importacién (Monto, destinos): .

Precio (indice capdn promedio kg-vivo): $ 19,28

3 27.000 toneladas desde Brasil (88,5%), Consumo per capita anual (kgs):
Informalidad del sector: 15%
Inversion sectorial (2016): US$ 200 millones i H-i Dinamarca (7%), y Espafia (4,3%) 12,5 (3 via chacinados)
Inversion inicial idad (madre): US$ 7.000
@Kk por it batiEls - Exportacion: Consumo total aparente en toneladas:
1.244 toneladas 544.000 (induye 27 mil
tons. de importaciones)

‘ Facturacion del sector veterinario:
Entre US$ 14y US$ 24 millones

Namero de establecimiento: 4.423
Empleados: 37.000 (17.500 en granjas)
Veterinarios volcados a ese sector: 100 + un nimero
indefinido de veterinarios que actian como
consultores de empresas del sector.

i . |
Figura 1. Actores intervinientes en la produccién porcina en Argentina (SAGyP. 2016).

El mismo andlisis puede realizarse para el sector de la produccion avicola. La Figura 2
muestra los nimeros de este sector productivo y muestra la evolucion de la produccién de
carne y su aumento hasta el afio 2017, posicionandose Argentina como el cuarto mayor

productor de carne de pollo en América.

Al igual que en los sectores porcino y avicola se puede observar la composicién del sector

de produccién de carne bovina en Argentina y los actores intervinientes (Figura 3).
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US$ 3.000 millones e
513 facturacion (primera venta) y
representa el 0,6% del PBI
m:dm“xm)‘ faena: § 14 Volumen de faena anual:
in A
) 705 millones de
Inversicn inicial por unidad : US$ 170.000 animales
(por granja tradicional de 18.000 pollos) (2016) Volumen de produccion anual (2016):
2,08 millones de toneladas
(Argentina es el 4° mayor productor de América)

© Exportacidn:

§ Facturacén el 214.796 toneladas

se;?!ow:iilllomn': Precio promedio por tonelada:
5 US$ 1.500
Destinos (por toneladas): China 59.994 (29%); i
Empleados: gy i Sudfrica 22.815 (11%); Vietnam; 19:857 (9%);
55.000 (directos en el sector: Chile, 16.716 (6%); y Rusia, 14.989 (6%).

-+ 35.000 indirectos 200

Nimero de establecimiento (granjas marzo 2015): 4.521 $
distribuidos en Entre Rios (51%); Buenos Aires (30%);
Santa Fe y Cordoba con menos de un 5% cada una.

USS$ 9.800 millones

es la facturacion local (primera venta) y Volumen de faena anual (2016):
representa el 1,9% del PBI 11,8 millones de cabezas

Precio (kg-vivo): $ 29 (promedio 2017)

Inversion inicial por unidad (temero):
$37,8kg-vivo

2,66 millones de toneladas
de produccion de res con hueso (2016)

Produccidn res con hueso (primer semestre 2017):
1,35 millones de toneladas, un 4,5 % mds que el ario previo

Inversion sectorial (anual):
US$22.500 millones o
Fig 31,1 millones de hembras:

53,3 millones esel stock total

US$ 36.000 millones

es la valuacion del stock total

Informalidad del sector: 20%

Consumo per capita anual

Empleados: 423,000

directos (aproximado)

8.000
H Veterinarios volcados
al sector de ganaderia bovina

Distribucion del stock por provincia

Provinda_ Stock (Gabezas) %
Buenos Aires 17.355.106 375
Santafe 639209 124
Corrientes SOMATs 987
Cordoba A0 8B
Entre Rios AW au
LaPamga 2862816 557
(o 2659548 517

rtaciones en los
- iiﬁ mMGMdeZOW:
Swntagodelsen 1390000 270 191.665 toneladas
Inversi6n en sanidad (sin vacuna aftosa): Sl ;‘z‘;‘o ;':5 Monto: Us$ 685 millones (aumento 15%)
$1.500 millones Har 2015 (Sencsa) Destinos: China, Rusia, Chile, sraely Alemania, entre otros
(estimado 2016 en ganaderia de came)

Figura 3. Actores intervinientes en la produccién bovina en Argentina (SAGyP. 2016-2017).
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Estos datos demuestran que con el aumento en las producciones y el consumo de carnes
traera aparejado un mayor consumo de alimentos balanceados y por consiguiente, insumos

destinados a la sanidad animal entre ellos los aditivos para alimentacion animal.

En el desarrollo de sistemas productivos intensivos, se han presentado diferentes desafios
frente a las enfermedades que pueden llegar a desarrollar los animales. La salud animal y el
rendimiento del crecimiento se ven afectados por muchos factores, como la dieta, el estrés,
los antibiéticos y las practicas modernas de cria. Los antibiéticos se han incorporado como
promotores de crecimiento en alimentos para animales durante los ultimos 40 afios (Daskiran
y col., 2012).

La produccion de alimentos balanceados en Argentina esta contemplada dentro del Plan
Estratégico Agroalimentario 2020 (PEA2020). La Argentina del 2020 con pueblos y ciudades
del interior con desarrollo sustentable bajo la 6rbita de una sociedad con alto compromiso
social empresarial, ordenado y guiado por un plan estratégico municipal y regional en
sintonia con el PEA 2020 (Figura 4).

ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO

El descubrimiento de los antibiéticos fue uno de los logros mas significativos de la medicina
durante el siglo XX. Los antibioticos se han utilizado en diversas aplicaciones, incluida la
medicina humana y animal, la produccién de alimentos, la agricultura y las aplicaciones
industriales, contribuyendo sustancialmente a la reduccién de la carga de enfermedades

infecciosas comunes en humanos y animales a nivel mundial (Laxminarayan y col., 2015).

En los animales de produccion, los antibi6ticos se usan cominmente con tres propdsitos:
razones terapéuticas (para curar una enfermedad), razones profilacticas (para prevenir una
enfermedad) y como promotores del crecimiento (APC) (cantidades sub-terapéuticas de
antibioticos aumentan las tasas de crecimiento de los animales y mejoran la eficiencia de la
alimentacion). Estos contribuyen indirectamente a la seguridad alimentaria y a la economia
de la producciéon animal (Laxminarayan y col., 2015). Durante muchas décadas, los APC se
han utilizado como aditivos para piensos en diversas especies de animales de granja, para
reducir la frecuencia de diarrea en ciertas condiciones. Ademas, en la mayoria de los casos,
mejoraron los parametros de rendimiento como el aumento de peso corporal o la conversion
alimentaria. Estos efectos beneficiosos de los APC generalmente se explican por las
modificaciones de las bacterias intestinales y su interaccion con el huésped animal, incluidas

las interacciones bacterianas con el tejido intestinal (recambio de células epiteliales,



revestimiento de la superficie, formacién y secrecion de mucinas, invasion celular y lesiones
resultantes) asi como el sistema inmunolégico (respuesta de la poblacion de linfocitos y
formacion y secrecion de globulinas inmunes). Por lo tanto, la microbiota intestinal no solo
participa en la conversion de nutrientes a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI), sino que
también puede afectar la salud animal (Simon y col., 2005).

Agroindustria - Agroalimentos - Energias Renovables / Bioenergias en Origen
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Figura 4. Plan Estratégico Agroalimentario 2020 (PEA2020).



Una amplia gama de antibiéticos se utiliza en el ganado en todo el mundo (Page y Gautier,
2012). Las tres principales clases de antibitticos a la venta para uso animal en 2009 fueron
los macrélidos (USD 0,6 billones), las penicilinas (USD 0,6 billones) y las tetraciclinas (USD
0,5 billones), tres clases de antibi6ticos considerados de importancia critica en la medicina
humana por la Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2011).

Durante varias décadas, los antibiéticos se utilizaron como aditivos promotores del
crecimiento animal para mejorar la salud y el bienestar de los animales, como asi también
para aumentar el crecimiento y la eficiencia de la conversion. Por otro lado, grandes
cantidades de antibidticos se excretan en el medio ambiente a través de la orina y las heces
de los animales constituyéndose los sistemas de eliminacién de aguas residuales en una de
las rutas mas importantes por las cuales los antibiéticos pueden ingresar al medio ambiente
(Ronquillo y Hernandez, 2017). El uso abusivo de antibiticos y la presion de seleccion
asociada han llevado a una disminucion de la eficacia terapéutica y han creado poblaciones
de microorganismos resistentes a los antibidticos. Campylobacter sp., Escherichia coli (E.
coli 0157) y Salmonella sp. son bacterias transmitidas por alimentos y generalizadas en el
mundo, cuyas infecciones causan gastroenteritis con distinto grado de gravedad de acuerdo
a la poblacion afectada, se han informado tasas de contaminacion en pollos por E. coli,
Campylobacter y Salmonella sp. del 96%, 25% y 34% respectivamente (CSCRA, 2016) y
resistencia multi-farmacolégica en aislados de Enterobacteriaceae a partir de huevos y carne
de pollo, ademas de sus residuos en productos de origen animal (Ronquillo y Hernandez,
2017; Yulistiani y col.,, 2017). Braykov y col. (2016) mostraron que la resistencia a la
tetraciclina se detecto en el 78% de cepas aisladas de los pollos de engorde y ponedoras. La
Figura 5 muestra la propagacion de la resistencia a los antibiéticos segun la OMS (WHO,
2014 a, b)

Debido a la aparicion de microorganismos resistentes a los antibiticos que se usan para
tratar infecciones humanas y animales, la Comisiébn Europea (CE) decidié eliminar, y
finalmente prohibir (1 de enero de 2006), la comercializacién y el uso de antibiéticos como
promotores del crecimiento en los piensos (Reglamento CE n° 1831/20031). Esta decision
politica se adopt6é invocando el principio de precaucién: "Cuando haya amenazas de dafios
graves o irreversibles, la falta de certeza cientifica absoluta no se utilizarA como razén para
posponer medidas eficaces en funcion de los costos para prevenir la degradacion ambiental”
(Principio 15 de la Declaracion de Rio, 1992). En un contexto en el que la eficacia de los

antimicrobianos se enfrenta cada vez mas a la emergencia de la resistencia bacteriana, es



importante realizar un uso prudente y responsable de los agentes antimicrobianos por parte
de veterinarios y productores. Argentina desde el 2015, es uno de los primeros paises de
Ameérica en comenzar a trabajar bajo el concepto “Una salud” a partir de una resolucion
ministerial, con el objetivo de mejorar las condiciones sanitarias de la poblacion. En este
sentido, el SENASA cre6 el Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia
Antimicrobiana en animales destinados al consumo humano para prevenir la generacion y
difusion de bacterias que resisten la accion de los farmacos que las controlan. La medida
esta contemplada en la Resolucion SENASA 591 del 24 de noviembre de 2015, publicada en
el Boletin Oficial, la cual en su Art. 12, inc. c. menciona “El SENASA no aceptara solicitudes
de registro de alimentos para animales con antibiéticos, antiparasitarios o coccidiostaticos a
partir del 1 de julio de 2017. Ademas menciona en el inc. d. “A partir del 2 de enero de 2019
guedan automaticamente dados de baja los registros y certificados de uso y comercializacion
de alimentos para animales con antibidticos, antiparasitarios o coccidiostaticos”. El 28 de
diciembre de 2018 una nueva modificacion a la Res 591/15 establece una prérroga de modo
tal que a partir del 1 de julio de 2020 no se aceptara el registro de alimentos destinados a
produccion animal que contengan ATB, antiparasitarios o coccidiostaticos. La presion de los
consumidores y su preocupacién por los efectos nocivos del uso de antibidticos y la
prohibicion de los antibidticos en la UE han llevado a los investigadores a pensar en
alternativas a los antibidticos como promotores del crecimiento animal. Partiendo de la
premisa que no hay produccién sustentable sin una sanidad controlada, se hace necesaria la
implementacién de estrategias bioldgicas, en reemplazo de los antibiéticos que pueden
afectar no sélo la cadena alimentaria sino la posibilidad de acceder a mercados
internacionales con mayores niveles de exigencia. Entre ellas se proponen los probidticos,
los prebiéticos, las enzimas y los aditivos fitobiéticos, entre otros. Para ser aceptados por la
industria, los efectos de estos productos deben ser demostrados por una mejora de los

rendimientos productivos de los animales similar a la alcanzada con los APC.

La prohibicion total del uso de APC puede tener repercusiones sobre la salud de los
animales y de los consumidores, asi como sobre el medio ambiente. Asimismo, esta
prohibicion tendra importantes implicaciones econdémicas. Debido a Ila actividad
antimicrobiana de los APC, algunos investigadores han sugerido que la supresién de estas
sustancias puede provocar un aumento de la incidencia de determinadas patologias en los
animales (diarreas, acidosis, timpanismo, etc.). Sin embargo, otros autores sugieren que si
se toman medidas para mejorar el estado higiénico-sanitario de los animales se pueden

paliar estos posibles efectos negativos sobre su salud y bienestar. Esta prohibicién tendra



importantes implicaciones economicas en el sector zootécnico, ya que conllevara un
aumento de los costos de produccion. En nuestro pais, se ha estimado que la prohibicion del
uso de APC puede provocar un aumento global de los costos de produccion entre el 3,5y el
5%, segun la produccion considerada.

Las mejoras en eficiencia productiva del animal con el uso de APC deberan ser remplazadas
con otro tipo de mecanismo de control antimicrobiano; asi como las mejoras en la eficiencia
productiva del animal, podran ser logradas sobre la base de un mejor entendimiento y
manipulacién de los factores que regulan la disponibilidad y utilizacién de nutrientes en el

tracto digestivo del animal (salud intestinal).

Actualmente, un buen nimero de investigaciones se centran en el desarrollo de alternativas
a los antibiéticos para mantener o mejorar la salud y aumentar la disponibilidad de nutrientes
y el rendimiento de los animales y también en demostrar que sean seguras en cuanto a los

riesgos para la salud humana, la salud animal y el medio ambiente (Lillehoj y col., 2018).

ALTERNATIVAS AL USO DE ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRECIMIENTO

Dentro de las principales practicas descritas para afrontar las posibles pérdidas en la
eficiencia productiva de los animales cuando los APC no sean utilizados en sus dietas,
estarian aquellas encaminadas a mejorar las condiciones de bienestar y de salud del animal:
1) un mejor manejo de los animales, instalaciones y densidades de poblacién; 2) mejora de
las medidas de bioseguridad e higiene 3) cambios en los programas de alimentacion,
ingredientes y formulacién de dietas y 4) aplicacién de nuevas vacunas. Sumadas a estas
medidas, el empleo en las dietas de nuevos aditivos no-antimicrobianos que puedan ejercer
efectos en el animal de tipo nutricional o de mejorar las condiciones de salud del tracto
digestivo (nutracéuticos): enzimas, microorganismos, extractos de plantas, acidos organicos,
manano-oligosacaridos e inmuno-estimulantes (polisacaridos), son actualmente y seran
empleados en la nutricibn moderna como alternativas para mejorar la productividad del

animal ante la ausencia de APC (Gadde y col., 2017).
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Figura 5. Propagacion de la resistencia a los antibiéticos — OMS (WHO, 2014 a, b).

ADITIVOS PARA ALIMENTACION ANIMAL

Segun la CE, los aditivos para piensos son productos utilizados en la nutricidn animal para
mejorar la calidad del alimento y la calidad del alimento de origen animal, o para mejorar el
rendimiento y la salud de los animales, por ejemplo, proporcionando una mejor digestibilidad
de los materiales del alimento y ademas demostrar que el aditivo no tiene efectos nocivos

para la salud humana y animal ni para el medio ambiente.

Debido a la preocupacion de que el uso de antibiéticos como aditivo para alimentos podria
contribuir a un aumento de la resistencia a los antibidticos bacterianos, la Union Europea
(UE) prohibié el uso de los antibioticos como aditivos para alimentos. Por lo tanto, se
iniciaron muchas actividades para establecer otras sustancias con efectos beneficiosos en
animales a través de modificaciones de la microbiota intestinal. EI Reglamento (EC) N°
1831/2003 clasifica a los aditivos para alimentacion animal en las siguientes cinco

categorias:
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a) Aditivos tecnoldgicos, que se definen como cualquier sustancia afiadida a los
piensos con fines tecnoldgicos y que incluyen a los conservantes, antioxidantes, emulgentes,
estabilizantes, espesantes, gelificantes, ligantes, antiaglomerantes, reguladores de la acidez,
aditivos para ensilaje y desnaturalizantes.

* Otros aditivos tecnoldgicos

e

Gelificantes: dan textura por

formacion de geles
g * Colorantes que

permiten
identificar

"0 rigen

* Emulgentes: facilitan la mezcla
homogénea de fases no miscibles

en un pienso

e

* Estabilizantes: mantienen el

estado fisico quimico del pienso

* Espesantes: aumentan la

viscosidad

4 * Reducen
/efectos toxicos
: de las
micotoxinas

* Bacterias acido lacticas: favorecen
fermentaciones deseables

b) Aditivos organolépticos, que se definen como cualquier sustancia que, afiadida a
los piensos, mejora 0 modifica las propiedades organolépticas de éstos o las caracteristicas

visuales de los alimentos de origen animal y que incluyen a los colorantes y aromatizantes.

| . ;
- * Para desnaturalizarlos, para alimentos de

animales de compafiia
* Para pigmentarlos
e Para colorear peces y aves ornamentales

Colorantes <

(

» Mejoran el aroma y la palatabilidad de los

Aromatizantes ;
alimentos
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C) Aditivos nutricionales, que incluyen a las vitaminas, provitaminas y sustancias
guimicamente definidas de efecto analogo, oligoelementos o compuestos de oligoelementos,

aminodcidos, sus sales y analogos, y a la urea y sus derivados.

OUGOELEMENTOS AMINOACIDOS Y SUS SALES

uente de nitrogeno no proteico
mo_del rumen los transforman
en aminoacidos)

itamina E: tocoferol, antioxidante
itamina B6: liberacion de
lucogeno, absorcion de B12,

sintesis de ADN ARN

Acido folico

D-pantenol, D-pantotenato calcico

A, B1, B2, B6, B12, C, D3, E K, B-
caroteno, acido nicofinico y biotina

Efecto analogo a las vitaminas
inositol, carnitina, betaina, taurina
y acido octadecadenoico

d) Aditivos zootécnicos, que se definen como cualquier aditivo utilizado para influir
positivamente en la productividad de los animales sanos o0 en el medio ambiente y que
incluyen a diversos grupos funcionales, como los digestivos, los estabilizadores de la flora
intestinal, las sustancias que influyen positivamente en el medio ambiente y a otros aditivos

zootécnicos.

e) Coccidiostaticos e histomonostaticos, de los cinco grupos de aditivos, y desde el
punto de vista de la produccion animal, los aditivos zootécnicos son uno de los grupos que
suscita mayor interés, ya que su utilizacion puede mejorar el rendimiento productivo de los

animales y disminuir los costos de produccion.

Son los que mejoran la productividad de |os animales sanos

Preparaciones enzimaticas que mejoran la digestibilidad (o
levaduras que mejoran degradabilidad de forrajes en rumen)

Microorganismos Vivos (probioticos) gue estimular el sistema
INMune — antagonizan con patégenos - etc
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NORMATIVA RELATIVA A LOS ADITIVOS PARA PIENSOS PARA USO ANIMAL

Un aditivo zootécnico es cualquier aditivo que no sea el material de alimentacion y las
mezclas previas que se utilizan para afectar favorablemente el rendimiento de los animales
gue gozan de buena salud o que se utilizan para afectar favorablemente el medio ambiente.
La categoria "aditivo zootécnico" se puede dividir en cuatro grupos funcionales: (1)
potenciadores de digestibilidad; estas son sustancias que, cuando se alimentan a los
animales, aumentan la digestibilidad de la dieta, a través de la accion sobre los materiales de
alimentacion especificos; (2) estabilizadores de la flora intestinal; estos son microorganismos
u otras sustancias definidas quimicamente que, cuando se administran a los animales, tienen
un efecto positivo en la flora intestinal; (3) sustancias que afectan favorablemente al medio

ambiente; (4) Otros aditivos zootécnicos. (Thacker 2013).

Dentro de este grupo de aditivos se encuentran principalmente los prebiéticos, las enzimas,

los fitobidticos, secuestrantes de micotoxinas y los probiéticos.

Los prebidticos son componentes de alimentos no digeribles que son potencialmente
beneficiosos para la salud del huésped debido a sus propiedades fermentables que
estimulan el crecimiento y / o actividad bacteriana en el ileon, las bacterias pueden
metabolizarlas para producir 4cidos grasos de cadena corta como propionato, acetato y
butirato (Jozefiak y col., 2008). Generalmente consiste en polisacaridos de cadena corta y
oligosacéridos. Varios prebidticos se generan a partir de las paredes celulares de levadura.
Tienen efectos positivos en la productividad avicola y contribuyen a un tracto intestinal
saludable y pueden ser una buena alternativa a los antibioticos (Morales-Lopez y col., 2009).
La administracion de prebiéticos (0,2%) en la dieta de pollo confiere beneficios de salud
intestinal sobre los antibidticos. Estas ventajas se expresan mediante una reduccién de las
bacterias patdégenas, un desarrollo morfologico (altura de las vellosidades y numero de
células caliciformes) y una mayor colonizacion por bacterias beneficiosas (Baurhoo y col.,
2009).

Las enzimas utilizadas en la alimentacion se producen a través de la fermentacién de
hongos y bacterias. Las enzimas facilitan la degradacion de componentes tales como
proteinas, fitatos y glucanos. La tecnologia de enzimas alimentarias ha ganado un
incremento en su aceptacion a lo largo de los dltimos 15 afios y hoy se considera una
importante herramienta requerida para la alimentacion eficiente y limpia de los animales de

produccion. Endo-B-1-4-xilanasas y p-1-3,1-4-glucanasas se han utilizado en dietas de trigo y



cebada de pollos de engorde para mejorar su digestion (Cowieson y col., 2006). Ademas, la
enzima fitasa puede aumentar el ancho de las vellosidades y disminuir la profundidad de las
criptas, lo que puede mejorar la ADG (Mohammadagheri y col., 2016).

Los aditivos fitogénicos para piensos derivados de plantas, hierbas y especias se utilizan
para mejorar el rendimiento animal. Han sido muy exitosos debido a sus efectos positivos
sobre el crecimiento, la mejora del sistema inmune y la reduccion de la respuesta al estrés.
Los resultados recientes mostraron que las ALP eran buenas alternativas a los antibiéticos y
promovieron el crecimiento del pollo de engorde (Ghasemi y col. 2014; Li y col., 2015;
Toghyaniy col., 2011).

La incorporacién de componentes como péptidos bioactivos (PB) en sistemas alimentarios,
permite de manera simple el desarrollo de alimentos funcionales novedosos. Los PB
liberados pueden inducir un amplio rango de funcionalidades, entre las que se destacan
actividad antimicrobiana, efecto antihipertensivo, actividad antioxidante y efecto
inmunomodulador en sistemas vivos, incrementando su potencial empleo para fines
terapéuticos (Agyei y Danquah 2011). Numerosa evidencia clinica y experimental ha
demostrado que el estrés oxidativo es un serio problema, debido a sus implicancias en la
salud de los animales y sus crias. Se considera que es un factor de riesgo en la reduccion de
los mecanismos de defensa, asociado con diversos procesos patolégicos de la medicina

veterinaria.

Las micotoxinas estan siempre presentes como contaminantes naturales de granos,
semillas y forrajes que son las principales materias primas utilizadas en la elaboracién de
alimentos destinados a la nutricion animal. Numerosos estudios han demostrado la
incidencia de los principales hongos y toxinas flingicas en ingredientes e insumos terminados
destinados a la alimentacion animal (Gonzalez Pereyra y col., 2008; Magnoli y col., 2002;
Alonso y col., 2009; Cavaglieri y col., 2009; Fernandez Juri y col., 2009; Gonzalez Pereyra y
col., 2008), muchos de las cuales se encontraron por encima de los niveles tolerados por las
reglamentaciones internacionales. Diversos trabajos alrededor del mundo documentan la
capacidad de diferentes microorganismos para adsorber o degradar micotoxinas (bacterias,
levaduras y hongos) (Hathout y col.,, 2011; Adebo y col., 2017, Vanhoutte y col., 2016,
Gonzalez Pereyra y col., 2018). Nuevas investigaciones sobre las vias de detoxificacién se
basan en vias de biodegradacién conocidas de otras sustancias que no son micotoxinas
pero que poseen grupos quimicos similares que pueden ser el blanco de enzimas producidas

por microorganismos.



PROBIOTICOS

Los probidticos han sido definidos como “microorganismos vivos que administrados en
cantidades adecuadas confieren beneficios para la salud del huésped” (FAO/WHO 2001). El
uso de probidticos en alimentacion también se conoce DFM (del inglés direct-fed microbials,
gue significa alimentacion directa microbiana). Entre los microorganismos probi6ticos mas
utilizados en alimentacion animal se encuentran las bacterias &cido-lacticas (BAL),
especialmente las del género Lactobacillus, Enterococcus y Pediococcus, y las levaduras,
fundamentalmente las del género Saccharomyces. Los probiéticos se han consolidado como
una de las alternativas naturales al uso de los antibiéticos promotores de crecimiento en
animales, pues no generan efectos colaterales y producen mejor digestibilidad, ganancia en

peso y mayor indice de conversién alimentaria.

También conocidos como microorganismos de alimentacion directa (“direct-fed microbials” -
DFM), la suplementacion con probioticos se considera una alternativa para disminuir el uso
de antibidticos (Blajman y col., 2015; Frizzo y col., 2011). El uso de probiéticos en animales
de produccién esta destinado a mejorar la conversion alimenticia, a promover el crecimiento
e inhibir el desarrollo de bacterias patdgenas (Rosmini y col., 2004; Blajman y col., 2015). El
avance en el estado del conocimiento sobre el uso de probidticos puede sustituir las terapias
con antibiéticos y brinda asi una nueva alternativa menos agresiva para los animales (Caly y
col., 2015). En la Figura 6 se observa una descripcion general de los modos de acciéon y
aplicaciones beneficiosas de DFM para mejorar la produccion de rumiantes y proteger la
salud. En las siguientes secciones se analizan diversas aplicaciones beneficiosas de los
DFM en rumiantes (efecto sobre el rendimiento de los rumiantes, la productividad, las
actividades inmunomoduladoras, la proteccién contra patégenos/infecciones, la proteccion

de la salud y la mitigacién de la emision de metano).
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Figura 6. Esquema general de las aplicaciones benéficas de DFM en rumiantes.

La eficacia de estos preparados microbianos depende de su capacidad para mantener su
viabilidad e integridad fisiolégica, ya que suelen administrarse con el alimento o el agua de
bebida. Estos microorganismos deben ser capaces de soportar el procesamiento tecnolégico
por ejemplo las altas temperaturas utilizadas en algunos de los procesos de fabricacion de
piensos (granulacién, extrusién). Para que puedan sobrevivir en estas condiciones deben ser
protegidos mediante diferentes tratamientos que aseguren su eficacia, lo que suele
encarecer el precio del producto comercial. En cualquier caso, para garantizar la maxima
eficacia, los microorganismos deben mantenerse viables hasta su administracion al animal
(Carro y col., 2006).

Entre los microorganismos con gran potencial probiético se encuentran algunas especies
bacterianas del género Lactobacillus y Bifidobacteria y las levaduras. Los microorganismos
gue se han utilizado como probidticos en la alimentacion animal se enumeran en la Tabla 1
(FAO, 2016).
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Tabla 1. Microorganismos utilizados como probioticos en alimentacion animal.

Species Strain

BACILLUS

Commerdial products containing the species

References

amylolique- CECT 5940 Ecobiol Norel Animal Nutrition, Madrid, Spain Ortiz et al,, 2013
faciens H57
toyonensis BCT-7112 Toyocerin Rubinum S.A,, Barcelona, Spain Taras et al,, 2005;
Kantas et al,, 2015
coagulans ATCC 7050 - Adami and Cavazzoni, 1999;
2JU0616 Hung et al., 2012
licheniformis  DSM 5749 Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan,  Alexopoulos et al., 2004a;
Malaysia, LSP 122 Alpharma, Vega Baja, Puerto Rahman et al,, 2013
Rico, BioPlus 2B Chr Hansen, Horsholm, Denmark,
Probios Chr Hansen, Horsholm, Denmark, BioPlus
YC Evonik Industries, Essen, Germany
megaterium - Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan, Rahman et al, 2013
Malaysia
mesentricus - Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan,  Rahman et al,, 2013
Malaysia
polymyxa - Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan,  Rahman et al, 2013
Malaysia
subtilis 588, CA #20, GalliPro Evonik Industries, Essen, Germany, Alexopoulos et al., 2004a;
DSM 17299, Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan,  Davis et al,, 2008;
P86, ATCC- Malaysia, Super-CyC Choong Ang Biotech Co. Rahman et al,, 2013;
PTA 6737, Ltd., Gyeonggy, South Korea, CIoSTATTM Kemin Afsharmanesh and Sadaghi,
DSM 5750 Industries Inc, Des Moines, USA, MicroSource S 2014

BIFIDOBACTERIUM

Agtech Products Inc.,, Waukesha, USA, BioPlus

2B Chr Hansen, Horsholm, Denmark, Probios Chr
Hansen, Horsholm, Denmark, BioPlus YC Evonik
Industries, Essen, Germany, Enviva Pro DANISCO
Animal Nutrition, Wiltshire, UK, Probion Woogene
B&G Co. Ltd., Seoul, South Korea

animalis 503, DSM PoultryStar ME BIOMIN GmbH, Getzersdorf, Mountzouris et al., 2010;
16284 Austria, Probios Chr Hansen, Horsholm, Denmark Giannenas et al,, 2012;
Wideman et al, 2012
bifidium - Primalac Star Labs, Inc., Clarksdale, USA, Haghighi et al,, 2008;
Protexin International Animal Health Products, Daskiran et al, 2012;
Huntingwood, Australia Landy and Kavyani, 2013
bifidus - Microguard PeterLab Holdings, Negeri Sembilan, Rahman et al, 2013
Malaysia
thermophilus - Primalac Star Labs, Inc., Clarksdale, USA, Khaksar, Golian and
Kermanshahi, 2012; Pedroso
etal, 2013
longum - - Seo et al,, 2010
p”udo. - - Seo et OI., 2010
longum
lactis - - Seo et al., 2010

LACTOCOCCUS

lactis CECT 539

Fajardo et al, 2012

PEDIOCOCCUS

acidilactici DSM 16210  All-Lac Alitech Inc., Nicholasville, USA, PoultryStar  Mountzouris et al, 2010;
ME BIOMIN GmbH, Getzersdorf, Austria Wideman et al., 2012;
Pedroso et al, 2013
parvulus - FloraMax-B11 Pacific Vet Group, Fayetteville, USA  Bilonl et al, 2013

LACTOBACILLUS

thermophilus -~

All-Lac Alltech Inc., Nicholasville, USA

Pedroso et al,, 2013

acidophilus -
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Probios Chr Hansen, Horsholm, Denmark,
Microguard PeterLab Holdings, Negeri Sembilan,
Malaysia, Protexin International Animal Health
Products, Huntingwood Australia, UltraCruz Santa
Cruz Animal Health, Paso Robles, USA, Primalac,
Avian PAC Soluble, Probion Woogene B&G Co.
Ltd., Seoul, South Korea

Morishita et al,, 1997;
Haghighi et al.,, 2008;
Daskiran et al., 2012;
Khaksar, Golian and
Kermanshahi, 2012;
Shim et al., 2012;
Rahman et al,, 2013;
Zhang et al., 2014a
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brevis 112, 1211, - Mookiah et al,, 2014
1218, 123,
125
bulgaricus - Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan, Daskiran et al,, 2012;
Malaysia, Protexin International Animal Health Rahman et al, 2013
Products, Huntingwood, Australia
casel CECT 4043 PrimalLac Star Labs, Inc., Clarksdale, USA, , Probios, Fajardo et al, 2012;
UltraCruz Santa Cruz Animal Health, Paso Robles,  Khaksar, Golian and
USA Kermanshahi, 2012;
Landy and Kavyani, 2013
delbrueckii - Protexin International Animal Health Products, Daskiran et al,, 2012
subspecies Huntingwood, Australia
bulgaricus
farciminis - Enviva MPI DANISCO Animal Nutrition, Wiltshire, -
UK
fermentum 5 JSA-101 Gold Well-being LS Co. Ltd., Gangwon, Bai et al, 2013
Korea
gallinarum 116, 1 26, - Ohya, Marubashi and Ito,
LCB 12 2000;
Mookiah et al, 2014
Jensenii - - Sato et al., 2009
paracasel - - Bomba et al, 2002
plantarum - Microguard PeterLab Holdings, Negeri Sembilan, Daskiran et al,, 2012;
Malaysia, Protexin International Animal Health Rahman et al, 2013
Products, Huntingwood, Australia, UltraCruz Santa
Cruz Animal Health, Paso Robles, USA, Probios Chr
Hansen, Horsholm, Denmark
reuteri 514,C1, PoultryStar ME BIOMIN GmbH, Getzersdorf, Mountzouris et al,, 2010;
€10, €16, Austria Giannenas et al,, 2012;
DSM 16350, Wideman et al, 2012;
DSM 16350 Mookiah et al,, 2014
rhamnosus - Protexin International Animal Health Products, Daskiran et al,, 2012;
Huntingwood, Australia, Enviva MPI DANISCO Hashemzadeh et al., 2013
Animal Nutrition, Wiltshire, UX
lactis - Probios Chr Hansen, Horsholm, Denmark
salivarius DSM 16351,  FloraMax-B11 Pacific Vet Group, Fayetteville , Mountzouris et al,, 2010;
124 USA, PoultryStar ME BIOMIN GmbH, Getzersdorf,  Biloni et al,, 2013;
Austria Mookiah et al, 2014
sobrius - - Konstantinov et al,, 2008

SACCHAROMYCES

bourlrdii - Microguard, PeterLab Holdings, Negeri Sembilan, Rahman et al,, 2013
Malaysia
cerevisiae KCTC JSA-101 Gold, Super-CyC Choong Ang Biotech Co.  Shim et al, 2012,
No.7193 Ltd,, Gyeonggi, South Korea Abdel-Rahman et al,, 2013;
Bai et al, 2013
servisia - Bro-biofalr Vitality Co,, Egypt Abdel-Raheem, Abd-Allah

and Hassanein, 2012

Ademas de no ser patdgenos para los animales, los microorganismos utilizados como
probidticos se seleccionan en funcion de su supervivencia en el entorno gastrointestinal y su
capacidad para soportar un pH bajo y altas concentraciones de acidos biliares. Ademas, la
cepa elegida debe tolerar los procesos de fabricacion, transporte, almacenamiento y
aplicacion, manteniendo su viabilidad y las caracteristicas deseables (Collado y Sanz, 2006;
Mishra y Prasad, 2005). La Figura 7 representa una vision general de los mecanismos de

accion y aplicaciones beneficiosas de los probidticos para mejorar la produccion de las aves
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y proteger la salud. La capacidad de crecer rapidamente en medios de bajo costo es un
requisito para una produccion econdémicamente viable. Por lo tanto, un microorganismo
probiético ideal deberia ser capaz de soportar el procesamiento y el almacenamiento,
sobrevivir en el ambiente gastrico acido, adherirse al epitelio intestinal, producir compuestos
antimicrobianos, y modular la respuesta inmune. Sin embargo, no todas las cepas exhiben
todas las propiedades anteriores y se debe tener cuidado para seleccionar las cepas 0 sus
combinaciones que lograran el maximo efecto beneficioso in vivo (Cheng y col., 2014).

° 2 Competitive exclusion- preventing xs
P ¢ — .ﬂ. binding of pathogenic organism '\b&f-_) Minimize cardiac
Probiotics i prox
lAntibacterial subst I
substances Pathogenic A '*’ /’\,Ejéj "cholesterol
microbes gl )
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ICytokines N.‘T
Regulate the e .
- proves digestion
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peo-hﬂunk;:otay X - motility

& Y

Virus

Increases egg production,
egg weight and mass
Figura 7. Esquema general de los mecanismos de accién y aplicaciones beneficiosas de los

probidticos en aves.

Improved meat
aualities

SALUD INTESTINAL

La suplementacién con probidticos alimenticios mejora el crecimiento, la eficiencia
alimenticia y la salud intestinal (Ghasemi y col., 2014; Giannenas y col., 2012; Samli y col.,
2007).

Los aditivos se agregan comunmente a las dietas de los animales para estimular el
rendimiento de la produccién y para mejorar el bienestar y la salud, especialmente en
periodos estresantes de la vida. El rendimiento de produccién mas alto generalmente sera el
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resultado de una mayor ingesta de alimento, mejor digestion y absorcién de nutrientes, de
una mejor salud intestinal o resistencia frente a los desafios sistémicos o una combinacion
de ellos. Muchos aditivos para piensos tienen un efecto directo o indirecto en la mejora de la
integridad del epitelio intestinal y en la cantidad de sustrato fermentable disponible para la

microbiota intestinal.

Debido a la gran variedad de modos de accién por los cuales los aditivos alimentarios
pueden estimular el consumo de alimento (mejorando la integridad intestinal, previniendo el
dafio intestinal, compensando los requerimientos nutricionales adicionales para la respuesta
inmune, reduciendo la cantidad de sustrato para la microbiota o previniendo la inflamacioén) o
reduciendo la ingesta de alimentos (mediante la adicibn de enzimas alimentarias para
mejorar el valor energético de la dieta o el rechazo de alimentos debido a problemas
organolépticos asociados con la adicion de é&cidos grasos de cadena media y &cidos
organicos a altos niveles de inclusién) es dificil concluir sobre los efectos generales.
Ademas, dado que diferentes aditivos podrian tener efectos similares en parte, se puede

esperar que estos efectos no sean aditivos.

En la literatura se han descrito varios modos de accion de los aditivos alimentarios en los

procesos del TGI (Turner y col., 2001).

1. Potenciadores de la palatabilidad.

2. Mejora el suministro de nutrientes.

3. Reduccion de la produccion de proteinas enddgenas y pérdidas.
4. Reduccion del crecimiento microbiano.

5. Inflamacion reducida y permeabilidad intestinal.

6. Aumento de la union de toxinas.

7. Mejora la recuperacion intestinal y la funcion

8. Mayor colonizacién y microbioma mejorado.

La mayoria de los beneficios para la salud que se atribuyen a la administracion de
probidticos estan relacionados con la modulacion de factores bacterianos o del hospedador
enel TGI.



LAS MICOTOXINAS COMO AGENTES TOXICOS ALIMENTARIOS

Los aditivos para piensos se agregan principalmente en alimentos para animales vulnerables
a los desafios. Estos desafios pueden ser de origen ambiental (estrés, control o presion de
infeccion) o causados por los ingredientes del alimento (factores anti-nutricionales,
micotoxinas o alimentos de bajo contenido digerible) a través de una cascada de reacciones
gue influyen en la salud intestinal y, finalmente, reducen la ingesta de alimentos. La
reduccion de la capacidad digestiva de la pared intestinal y el dafio de las uniones estrechas
desempefian un papel central en los eventos que conducen a una menor ingesta de

alimento.

En condiciones de dafo intestinal, se crea un desequilibrio en la microbiota intestinal y se
reducen los mecanismos de defensa del cuerpo, lo que mediante la suplementacion de
probidticos, tales problemas se minimizarian, evidenciando diferencias en los resultados de

rendimiento (Ducatelle y col., 2015; Heo y col., 2013).

La contaminacion de la alimentacion animal con micotoxinas todavia ocurre con mucha
frecuencia, a pesar de los grandes esfuerzos para prevenirla. Los alimentos para animales
estan contaminados, en niveles bajos, con varias micotoxinas, particularmente con aquellas
producidas por los géneros Aspergillus y Fusarium entre ellas, aflatoxina B; (AFB,),

ocratoxina A (OTA), zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON) y fumonisina B, (FB,).

Las micotoxinas representan un grave problema en Argentina donde las condiciones
climaticas y las practicas de agricultura de almacenamiento se consideran propicias para el
crecimiento de hongos y la produccion de micotoxinas, ademas de no poseer suficiente
sustento econdémico para controlar las condiciones de almacenamiento y para impedir la
contaminaciéon de hongos, en el sector de los cereales y derivados basados en cereales
(Monge y col., 2012; Garrido y col., 2012).

Las micotoxinas afectan al rendimiento en la produccién animal, por la disminucién del valor
nutritivo del alimento y por el impacto negativo que produce en la salud de los animales. La
contaminacién por micotoxinas reduce la palatabilidad de los alimentos generando bajos
niveles de ingestion que exacerban los problemas de rendimiento y/o toxicidad en los
animales que los consumen (Kabak y col., 2006; Klich, 2007; Kana y col., 2013; Perrone y
Gallo, 2017).

Debido a la presencia de micotoxinas en los alimentos, hay un aumento en la demanda de

procedimientos practicos de descontaminacion. En 2009, se agregd un nuevo grupo



funcional en la categoria de aditivos tecnoldgicos para piensos. Este grupo esta definido por
el Reglamento de la Comision (CE) N° 386/2009 como «sustancias para reducir la
contaminacién de los piensos por micotoxinas: sustancias que pueden suprimir o reducir la
absorcién, promover la excreciébn de micotoxinas o modificar su modo de accion»

(Reglamento EC, 2009). Estas sustancias se conocen como agentes desintoxicantes.

Los aditivos se agregan a la dieta de los animales (principalmente de cerdos, aves de corral
y ganado) con el fin de reducir la absorcién de micotoxinas del tracto gastrointestinal y su
distribucion a la sangre y los érganos diana. Dependiendo de su modo de accion, actian ya
sea uniendo micotoxinas a su superficie (adsorcion), o degradando o transformandolas en

metabolitos menos téxicos (biotransformacion), (Kolosova y Stroka 2011).

Dado que el epitelio gastrointestinal es la primera barrera que entra en contacto con las
micotoxinas después de la ingestion, se han realizado varios estudios para estudiar el efecto
de las micotoxinas en la integridad intestinal. La mayoria de los estudios se han realizado
con células Caco-2 epiteliales del intestino humano (Caloni y col.,, 2002) y las lineas
celulares epiteliales porcinas IPEC1 e IPEC-J2 (Awad y col.,, 2012). La mayoria de los
estudios con micotoxinas se han realizado con aflatoxinas o con toxinas de hongos del

género Fusarium, como el DON, la toxina T-2, la zearalenona y la AFB;.

La aflatoxina es probablemente la micotoxina mas estudiada. El principal efecto negativo de
esta micotoxina es sobre el metabolismo del higado. Sin embargo, la aflatoxina también tiene
un efecto directo sobre la integridad epitelial a través de la inhibicién de la sintesis de

proteinas en los enterocitos.

El uso efectivo de aditivos alimentarios que contengan cepas de levaduras y/o BAL como
adsorbentes y/o degradadores de micotoxinas con propiedades probiéticas constituye una

alternativa promisoria.

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion han permitido el aislamiento y la

seleccién de cepas de levaduras y bacterias lacticas (BAL).

Saccharomyces cerevisiae RC016

En estudios previos se demostré la capacidad de cepas de S. cerevisiae aisladas de
intestino de cerdos sanos o de alimentos para adsorber aflatoxina B1 y para tolerar el pasaje
por el TGI (Armando y col., 2011). Estas cepas fueron capaces de conservar la capacidad de
union de micotoxinas en condiciones del TGI de rumiantes y mejorar la fermentacion ruminal

(Dogi y col., 2011). En otros estudios se evalué su capacidad de adsorber OTA y ZEA



ademas de reducir significativamente el crecimiento de los hongos productores de estas
micotoxinas (Armando y col., 2012). Se demostré6 ademas la influencia de la presencia de
sales biliares y bajo condiciones de pH semejantes a los del estbmago y del intestino. La
cepa S. cerevisiae RC016 no produjo cito ni geno toxicidad en estudios in vivo (Gonzélez
Pereyra y col., 2014). Garcia y col. (2018) demostraron la capacidad de la misma levadura
para contrarrestar la inflamacioén intestinal en un modelo ex vivo, luego de las primer semana
post- destete y ademas la administracion oral de S. cerevisiae RC016 no indujo translocacion

microbiana al higado.

Lactobacillus rhamnosus RC007

Trabajos previos en este grupo de investigacion permitieron seleccionar cepas de bacterias
acido lacticas (BAL) de ensilaje, con capacidad de reducir o inhibir el crecimiento de
Fusarium graminearum y Aspergillus parasiticus, dos de los hongos micotoxicogénicos mas
prevalentes presentes en el ensilaje reportado previamente en la region central de Argentina
(Pereyra y col., 2008). Se demostr6 que estas cepas no poseen genes de resistencia a
antibioticos de importancia veterinaria (Dogi y col., 2013). Ademas, se pudo profundizar en
cdmo las bacterias acido lacticas interaccionan con la microbiota intestinal y modulan el
sistema inmune del huésped, incrementando su resistencia frente a patdégenos (Dogi y col.,
2010). En un modelo experimental de ratones BALB/c se evalué el efecto de la
administracion de la cepa L. rhamnosus RCO007 tanto en huéspedes sanos como en
intestinos inflamados, donde se logré estimular el sistema inmune del ratén no soélo en el
intestino, sino también mediante la activacién de la fagocitosis de macréfagos peritoneales;
se estimulé la liberacién de citoquinas, tales como TNF-a e IL-10 en el intestino, mostrando
un potencial anti-inflamatorio, también se observdé menos dafio intestinal, que se relaciona
con menos translocacion microbiana al higado. Ademas, Garcia y col. (2017) demostraron
en explantos de yeyuno utilizando como agente inductor de inflamacién a DON, una
micotoxina que tiene su principal accion a nivel intestinal, y esta misma BAL fue capaz de
contrarrestar los efectos toxicos intestinales generados por el DON, ayudando a mantener un
tracto gastrointestinal saludable. Lactobacillus rhamnosus RC007 es una bacteria probiética
potencial para su uso como suplemento en piensos para animales, que puede ejercer
efectos beneficiosos, como mantener el estado normal inmunitario en huéspedes sanos

como asi también en animales infectados o inflamados (Dogi y col., 2016).



METODOS DE EVALUACION DE SEGURIDAD DE SUSTANCIAS BIOACTIVAS

Los principales métodos para evaluar la seguridad de sustancias bioactivas son los estudios
toxicoldgicos, entre los que podemos encontrar tanto estudios in vitro, como estudios in vivo.
Entre los estudios de seguridad in vitro podemos mencionar el ensayo de letalidad en
Artemia salina (Meyer y col., 1982), el cual se utiliza para evaluar posibles efectos tdxicos,
asi como actividad biolégica. Citotoxicidad en lineas celulares, genotoxicidad mediante
ensayos con insectos como la Drosophila, microorganismos como la prueba de Ames o
componentes celulares como la prueba de induccién de micronicleos. Respecto a los
estudios in vivo es posible evaluar la toxicidad sistémica mediante la prueba de toxicidad
aguda en roedores, con esta prueba es posible determinar la dosis letal media (DL 50). Los
estudios de irritacién dérmica e irritacion ocular son también estudios agudos de una sola
exposicién, comunmente utilizada en productos de aplicacion tépica o que puedan dafiar el
0jo. Otros estudios en modelos animales son los estudios de toxicidad en dosis repetidas con
las cuales se evaluan los niveles de exposicion a partir de los cuales aparecen efectos

téxicos o establecer el mayor nivel de dosis al cual no se producen efectos adversos

PRODUCCION DE PROBIOTICOS: ASPECTOS TECNOLOGICOS

Debido al desarrollo industrial acelerado de las ultimas décadas, existe la necesidad de
desarrollar procesos ambientalmente sostenibles (Jin y col., 2005). Esta tendencia hacia la
sostenibilidad ambiental y utilizacion de recursos renovables ha incrementado
significativamente el interés en la produccion y recuperacién de productos biotecnolégicos
(John vy col., 2007), como asi también en la produccién de insumos quimicos por medio de
procesos fermentativos y en el potencial de nuevas tecnologias de fermentacion

energéticamente mas eficientes (Wasewar y col., 2004).

Para la produccion de los aditivos propuestos es sumamente necesaria la optimizacién de
los medios de fermentacién para lograr la maxima produccion de biomasa y de este modo
garantizar la viabilidad del proceso biotecnolégico. La evaluacién econémica del proceso de
produccion microbiana depende principalmente del costo de la fuente de carbono. Asi, es
deseable producir biomasa a partir de fuentes de carbono de bajo costo o incluso a partir de
productos de desecho como la burlanda, la melaza o el lactosuero, co-productos de la
agroindustria de nuestra region. Los desechos agroindustriales son una fuente rica de
energia y materia biodegradable, por esto existe un gran potencial biotecnolégico de estos

residuos como materia prima para la produccion de productos de valor agregado: desde



enzimas, acidos orgénicos, etanol, aminoacidos y proteina celular, hasta alimentos, aditivos
y quimicos industriales. (John y col., 2007). Actualmente el nimero de estos insumos
producidos por fermentacion est4 creciendo y esta comenzando a competir con la

produccion sintética tradicional de productos quimicos (Wasewar y col., 2004).

Un inconveniente asociado al empleo de microorganismos con fines biotecnoldgicos es su
escasa resistencia a los procesos tecnoldgicos y a diferentes condiciones ambientales (de
Vos y col., 2010). Con el objeto de sortear dichos inconvenientes, se han desarrollado
estrategias que generan una barrera fisica que evita su exposicién a las condiciones
adversas del entorno, logrando su estabilizacion. La liofilizaciéon es un método ampliamente
utiizado para la conservacion de microorganismos debido a que permite que estos
mantengan su viabilidad a temperatura ambiente por largos periodos de tiempo con una
buena estabilidad genética. Dado que es un proceso fisico de deshidratacion, donde el agua
pasa por diferentes fases, las células pueden verse afectadas estructuralmente
disminuyendo su viabilidad. Es por esto que es muy importante el uso de agentes
lioprotectores y condiciones de liofilizacidbn adecuadas para cada tipo de microorganismos
(Morgan y col., 2006).

La industria argentina de alimentos destinados a animales necesita producir alimentos de
alto valor nutritivo y calidad microbiologica, para asegurar una buena salud animal y la
performance de los mismos. La innovacién de los aditivos que se desean producir a través
de esta tesis radica en su capacidad de reunir las propiedades probiéticas y decontaminante
de micotoxinas que permitirdan ademas su accibn como promotores de crecimiento en
reemplazo de antibioticos que se usan para este fin. Para definir la factibilidad de esta
innovacién se propone el escalado de la produccion de estos aditivos y el desarrollo de
sistemas de proteccién para la realizacién de estudios in vivo que permitan determinar su
efectividad. La produccibn a gran escala de estos aditivos alimentarios permitira su
aplicacion en la alimentacién animal y la consecuente reduccién de riesgos a la poblacion

humana.



Hipotesis y Objetivo




HIPOTESIS GENERAL

La produccion de levaduras y/o bacterias lacticas, con demostradas propiedades de
adsorcion de micotoxinas, probidticas y bio- controladora de hongos toxicogénicos, aplicadas
como aditivos alimentarios biolégicos (autéctonos, inocuos e innovadores, ya que se
complementan la accion probidtica y la decontaminacion de micotoxinas en un mismo
producto), mejora la sanidad de los animales y los productos derivados para consumo

humano.

OBJETIVO GENERAL

Aplicar levaduras y/o bacterias lacticas con propiedades probidticas y antimicotoxinas para el

mejoramiento de la calidad e inocuidad de alimentos y de la produccién animal.



Materiales y métodos




a) Optimizacién y produccién de biomasa de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RCO007 probidticos antimicotoxinas a través de disefios estadisticos

experimentales.

1. Microorganismos

En el presente trabajo se utilizaron las cepas:

* Lactobacillus rhamnosus RC007, una bacteria acido lactica (BAL) aislada de ensilaje de
maiz, caracterizada bioquimicamente (API 50 CHL) y molecularmente (secuencia del gen
16S rRNA) (Dogi y col., 2013) y mantenida en glicerol 30% (v/v) a -80°C

* Saccharomyces cerevisiae RC016, aislada de intestino delgado de cerdo sano, con
demostradas propiedades probidticas y adsorbentes de micotoxinas; caracterizada
fenotipica y molecularmente (Armando y col., 2011; 2012) y conservada en glicerol 30%
(v/v) a -80°C y en tubos inclinados conteniendo agar peptona dextrosa (YPD) a 4°C.
Ambas cepas se encuentran depositadas en el cepario del grupo de Biotecnhologia
Aplicada a la Produccion de Aditivos para Alimentacion Animal (BIOAPLA) del

Departamento de Microbiologia e Inmunologia, de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

2. Condiciones de cultivo

Para las determinaciones que se realizaron las células de la levadura mantenidas en
estrias en medio agar YPD se sembraron en caldo YPD y se incubaron a 28°C en
agitacion orbital (180 rpm), durante 24 h. Las células de BAL fueron mantenidas en estrias
en medio agar De Man, Rogosa, and Sharpe (MRS, 1960) y se sembraron en caldo MRS

a 37°C en microaerdfilia, durante 24 h.

3. Curvas de crecimiento en medios de cultivo con diferentes fuentes de

carbono

Para la obtencion de curvas de crecimiento de la levadura se utilizd el medio de cultivo
YPD y se probaron diferentes fuentes de carbono reemplazando la glucosa con 2% (m/v)
de: glicerol, etanol, melaza, burlanda (DDG’s) y jarabe de refineria comercial (JRC) (Tabla
2). Se sembré 1 mL del in6culo inicial (5%, v/v) en frascos Erlenmeyer de 100 mL

conteniendo 10 mL de los diferentes los medios. Los frascos se incubaron en agitacion



orbital (180 rpm) a 28°C, y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, para medir el

crecimiento de la levadura.

Para la obtencion de curvas de crecimiento de la BAL se sembraron 5 mL del in6culo
inicial (10%, v/v) en tubos Falcon de 50 mL conteniendo 45 mL del medio MRS y se
reemplazé la glucosa (equivalente a 8 g/L de carbono) con: melaza, lactosuero, glicerol,
lactosa y fructovil. Los tubos se incubaron a 37°C en microaerofilia y se tomaron alicuotas

a distintos tiempos, para medir el crecimiento de la BAL.

Tabla 2. Especificaciones y composicion del jarabe de refineria comercial.

Especificaciones Minimo Maximo
Solidos [%p/p] 76.5 77.5
“Brix [refractométrico, 20°C | 748 75.8
IR 45°C 14716 14740
Densidad [kg/l] 1.3717 1.3780
SO, [ppm] - 30
pH 33 43
Color [U]] - 20
Cenizas sulfatadas [%) - 0.05
Proteinas [%] <0.08 <0.08
Olor-Sabor Normal Normal
Viscosidad 25°C [cP] - 1300
Distribucion de azucares [B.S) -
Levulosa (%] 55.0 -
Levulosa + Dextrosa [%)] 95.0

Analisis microbiolégico

Recuento total [ufc/10g] . 200
Levaduras [ufc/10g] - 10
Hongos [ufc/10g] = 10
Coliformes [ufc/10g] = 10

E. Coli [ufc/g] o Ausencia
Salmonella [ufc/25g] K Ausencia
Informacion Nutricional (en 100 g)

Valor energético 308 keal

Carbohidratos 76 g

Azucares (Reductores, BS) 987 g

Alm_idc')n _ 0q



4, Determinacién del crecimiento celular

> Concentracion de levaduras totales: se determin6 midiendo 1) la densidad 6ptica
(DO) en un espectrofotdmetro Metrolab 330 (Technique SRL, Argentina) a una longitud de
onda de 640 nm, 2) por recuento microscopico de células en camara de Neubauer y 3)
por determinacion del peso seco de alicuotas que se centrifugaron (5000 rpm, 10 min) y
se secaron en estufa a 105°C hasta peso constante.

> Concentracion de BAL: se determind mediante: 1) el recuento de células viables
(UFC/mL) en placas de agar MRS a partir de diluciones seriadas en agua peptona, 2) la
medicién de la densidad 6ptica (DO) en un espectrofotdmetro Metrolab 330 (Technique
SRL, Argentina) a una longitud de onda de 640 nm y 3) determinacion del peso seco de
alicuotas que se centrifugaron (5000 rpm, 10 min) y se secaron en estufa a 105°C hasta

peso constante.
5. Parametros cinéticos

Con los datos obtenidos de las curvas de crecimiento se determinaron parametros
cinéticos como velocidad especifica de crecimiento u x (h™ ) (Férmula 1) y tiempo de

duplicacion td (h) (Férmula 2) en los diferentes medios ensayados.

Inx—Inxg

(Férmula 1)

Mmax = t—tg

tg = In2 (Férmula 2)
Ty

Donde, x es el nimero de células en el tiempo y X, es el nUmero de células en el tiempo

cero.
6. Parametros productivos

Con los datos obtenidos de las curvas de crecimiento se determinaron los parametros
productivos como productividad maxima (Pmax- g/L.h- m/v.t), produccion maxima (Xmax

g/L- m/v) y rendimiento (Yys) (Férmula 3) en los diferentes medios ensayados.

. .
Biomas(T)
— A
Yxls

Consumo de sustrato |f}

(Férmula 3)



7. Determinacién de glucosa

Se determind la concentracion de glucosa por el método de azlcares reductores por
dinitrosalicilico (DNS). Se pes6 75 g de tartrato de NaK y 4 g de NaOH. Se disolvi6 el
NaOH en 200 mL de agua destilada y se afiadi6 lentamente en agitacion el tartrato de
NaK. Se afiadi6 lentamente 0,25 g de acido 3,5 DNS y se enras6 en matraz aforado con
agua destilada hasta 250 mL. En tubos protegidos de la luz, se agregé 100 yL de la
muestra 'y 1 mL del reactivo DNS, luego fueron llevados a bafio Maria a 100°C durante 10
min. Luego se dejé enfriar y se midié en espectrofotometro a 540 nm. El blanco se realizo
reemplazando la muestra por agua destilada. La curva de calibracién se realiz6 utilizando

diferentes concentraciones de glucosa.

8. Determinacién de acidez titulable

La acidez titulable se midi6 en el sobrenadante en cada punto de la curva por titulacion

con NaOH 0,1 N y el resultado se expresd como porcentaje de 4cido lactico (Férmula 4).

(Volyaog)x (Nyaox) = 90

Concentracién de acido lactico (g/L) = (Férmula 4)

Mimuestra

9. Formulacion de un medio de cultivo apropiado para la producciéon de
biomasa utilizando disefios estadisticos experimentales.

9.1. Disefios experimentales estadisticos y analisis de los resultados

Los disefios experimentales que se utilizaron en este estudio fueron de dos tipos: disefios
de seleccién y disefios de optimizacion. Se realizaron curvas de crecimiento en cada

condicién. La respuesta analizada fue la produccion de biomasa (UFC/mL y g/L).
9.2. Disefio de seleccion

Se utiliz6 el Disefio de Seleccion de Plackett-Burman (PBSD) para evaluar el efecto de las

variables independientes sobre el crecimiento.
Los parametros analizados fueron:

* Saccharomyces cerevisiae RC016: concentracion de fuente de carbono, concentracion

de peptona, concentracion de extracto de levadura, tamafio del ino6culo y tiempo de



incubacion. Para todos los tratamientos la temperatura de incubacion fue 28°C y la
agitacion 180 rpm.

* Lactobacillus rhamnosus RCO007: concentracion de fuente de carbono, concentracion de
peptona, concentracion de extracto de levadura, presencia o ausencia de concentrado de
sales, agitacion (0 — 100 rpm) y aireacion (0 — 1 (vol. de aire/vol. reactor. min™ —vvm-).
Para todos los tratamientos el tamafio del in6culo fue 10% (v/v) y la temperatura de

incubacion fue 37°C.
9.3. Disefios de optimizacion

Se empled el Disefio de Optimizacién Box- Behnken (BBOD) a partir de las variables que
resultaron significativas en el disefio de seleccién. Luego, se realizaron gréaficos de
superficie a través de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para obtener el

valor éptimo de cada variable.

b) Escalado de la produccion de biomasa de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RCO007.

10. Validacion de los medios optimizados en biorreactor

Se realizaron fermentaciones discontinuas para evaluar el medio de cultivo optimizado en
los ensayos previos. Se utilizé un reactor tipo tanque agitado y aireado equipado con dos
series de seis agitadores mecanicos (turbinas tipo Rushton) y difusores (bafles) laterales
(New Brunswick BioFlo 2000) de 5 L de volumen de trabajo; con sensores de pH,
temperatura y oxigeno disuelto. Las condiciones del ensayo se eligieron segun los

ensayos previos.

* Saccharomyces cerevisiae RC016: las condiciones de cultivo fueron 3 L de medio de
cultivo optimizado con sustrato de bajo costo, agitacion 180 rpm, 28°C y 2 vvm, in6culo
10% (v/v), el pH se mantuvo entre 4,5 y 5,5 con la adicién de H,SO,4 (18 N) o Na,CO3
(20%) p/v. La concentracién de oxigeno disuelto al comienzo del experimento fue 100%
de saturacién. La produccion de espuma se control6 mediante la adiciébn de
antiespumante 289 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Finalizado el proceso se retird
el cultivo en forma aséptica del reactor, se transfirid el contenido a frascos estériles y se

centrifugd a 5000 rpm, a 4°C, durante 10 min.



* Lactobacillus rhamnosus RCO07: las condiciones de cultivo fueron 3 L de medio de
cultivo optimizado con sustrato de bajo costo, agitacion 50 rpm, 37°C, in6culo 10% (v/v).
La concentracion de oxigeno disuelto al comienzo del experimento fue 0%. La produccion
de espuma se control6 mediante la adicion de antiespumante 289 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EE.UU.). El pH se mantuvo entre 6,5 — 7 con adicién de H,SO, (18 N) o
Na,CO; (20%) p/v. Finalizado el proceso se retird el cultivo en forma aséptica del reactor,
se transfirié el contenido a frascos estériles y se centrifugd a 5000 rpm, a 4°C, durante 10
min.

A partir de estos procesos fermentativos se obtuvieron las curvas de crecimiento y se
determinaron los parametros cinéticos y productivos que permitieron comparar la

eficiencia del medio optimizado con respecto al medio sin optimizar.

10.1. Parametro de escalado. Tiempo de mezclado

El tiempo de mezclado del Bioreactor Bioflo 2000 (New Brunswick) se determind
utilizando pulsos de acido ((HCI 100 mM) y base (NaOH 5N) y en diferentes condiciones
de agitacion. Los cambios de pH se midieron en el tiempo utilizando un electrodo de pH
(Mettler - Toledo).

c) Formulacion de aditivos alimentarios biol6gicos simples y en mezcla.

11. Agentes crioprotectores

Dos medios de suspensién fueron evaluados como agentes crioprotectores, su

composicion expresada en % (p/v) en agua destilada fue la siguiente:
Leche descremada en polvo 10% + extracto de levadura 0,5%,
Leche descremada en polvo 10%.

Ambos agentes se esterilizaron previamente por vapor fluente durante 30 min.

12. Preparaciéon de la biomasay proteccion

La biomasa obtenida al final de la fermentacion tanto de levadura como de BAL fue
centrifugada a 5000 rpm por 10 min, se descarto el sobrenadante y el pellet obtenido fue
lavado con solucion fisiologica y vuelto a centrifugar. Finalmente el pellet concentrado fue

resuspendido en igual volumen de crioprotector, leche descremada al 10% mas extracto



de levadura al 5%, para el caso de la levadura y sélo leche descremada al 10% para la
BAL, y se conservo a -80°C hasta el momento de liofilizar.

13. Liofilizaciéon

La liofilizacion se realizé en un equipo liofilizador de laboratorio tipo tambor de cuatro
bocas marca Rificor, modelo L-T4. El proceso se inicié a una temperatura de congelacion
— 70 °C. La presion de trabajo en la camara fue de 0,001 Pa. Una vez concluido el
proceso, los frascos fueron almacenados entre 2 y 8°C para garantizar su estabilidad a

largo plazo.
14. Viabilidad

Se determiné de viabilidad a partir de 1 gr del del formulado liofilizado que fue
resuspendido en 9 mL de agua peptonada estéril, y se realizaron diluciones seriadas y
recuento de viables (UFC/g) en agar YPD y MRS (segun sea levadura o BAL). Cada
dilucion se sembrd por triplicado. Se consideré satisfactoria una concentracion celular
igual o superior a 10° UFC/mL, valor minimo establecido para ser utilizado en un

formulado de aditivo alimentario.

d) Estudios de la variabilidad ultraestructural de la pared celular de S. cerevisiae
RC016 expuesta a diferentes componentes del medio de cultivo y su influencia

sobre la adsorciéon de aflatoxina B;.
15. Produccién de aflatoxina B4

La produccién de AFB; se realiz6 en Erlenmeyers de 250 mL, donde se colocaron 25 g de
arroz tindalizado, el cual fue inoculado con un taco de la cepa A. parasiticus NRRL 2999
desarrollada en agar MEA durante 5 dias a 25°C. Se hidraté el arroz inoculado con 10 mL

de agua estéril. Los cultivos fueron incubados a 25°C durante 14 dias en oscuridad.

Posteriormente los Erlermeyers se autoclavaron a 121°C durante 20 min a 1 atm de
presioén. El cultivo se secé a 40°C durante 48 h en estufa de aire forzado y se molié hasta
obtener un polvo fino. Los niveles de AFB; en el polvo de arroz se cuantificaron por HPLC

de acuerdo a la metodologia descripta por Trucksess y col. (1994) y AOAC (1995).



16. Cuantificacion de aflatoxina B; por cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC)

La deteccién y cuantificacion de AFB; fue realizada de acuerdo a la metodologia
propuesta por Trucksess y col. (1994) Las condiciones de la corrida cromatografica
fueron: columna C18 Luna (150 x 4,6 mm, 5um); detector de fluorescencia: excitacion 360
nm, emision 440 nm; fase movil, agua: acetonitrilo: metanol (4:1:1 v/v); flujo 1,5 mL/min;
volumen de inyeccién 20 ul y el tiempo de retencion fue de 4,4 min. Se realizé una curva
de calibracién con testigos de AFB; (Sigma). La cuantificacion de la toxina fue obtenida
por comparacion de las respectivas areas (testigos y muestras). Las muestras y testigos
fueron derivatizados previo a la inyeccion con 200 yL de muestra + 700 yL de solucién
derivatizante (&cido trifluoroacético 20%, acido acético glacial 10% en agua destilada). Se
mantuvieron en reposo durante 10 min, luego se calentaron a 65°C en bafio de agua

durante 8,5 min y se enfriaron a temperatura ambiente.
17. Microscopia electrénica de transmisién (MET)

Para realizar el estudio de MET, se obtuvieron por centrifugacion los pellets de levadura
crecida en dos medios de cultivo, YPD y DDG’s. Las muestras de S. cerevisiae RC016
fueron luego fijadas en glutaraldehido al 2,5% en 0,2 M de S-colidina pH 7,4; se realiz
una post fijacion en tetréxido de osmio al 1% en 0,2 M de S-colidina pH 7,4; se
deshidrataron en concentraciones crecientes de acetona, fueron embebidas en resina y
se seccionaron en un ultramicrétomo. Estas secciones ultradelgadas (60 nm) fueron
cortadas y colocadas en rejillas de cobre, contrastadas con acetato de uranilo saturado y

citrato de plomo acuoso.

Las secciones fueron examinadas en el microscopio electrénico de trasmisién Elmiskop

101 (Siemens, Alemania).
18. Microscopia 6ptica de alta resolucién (MOAR)

Para realizar el estudio de MOAR fueron utilizadas las secciones semidelgadas (+ 0,25
um) de las muestras de S. cerevisiae analizadas por MET. Las secciones semidelgadas
fueron contrastadas con azul de toluidina acuoso y se cubrieron en un agente de
embebido-DPX (Merck, Alemania). Las imagenes digitales se adquirieron con el software

AXxiovision 4.6.3.



19. Espectroscopiainfrarroja (IR)

Para determinar los carbohidratos presentes en la levadura bajo la influencia de diferentes
fuentes de carbono, se realiz6 una espectroscopia infrarroja. Las células completas
liofilizadas se mezclaron con KBr (1 mg de muestra / 200 mg KBr). Esta mezcla se trituré
en un mortero de agata y se formé una pastilla bajo presion (=15 ton / cm™), aplicando
vacio dinamico durante 15 min. Las mediciones se realizaron en un espectrémetro Nicolet
FTIR Impact 400. Los espectros fueron el resultado de una acumulacién de 200
1

mediciones para aumentar la relacion sefal / ruido, y se midieron entre 4000 y 400 cm’

con una resolucién de 4 cm™.

20. Ensayos de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; en tracto

gastrointestinal simulado

La técnica de adsorcién de micotoxinas se realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta

por Bueno y col. (2007) con modificaciones.

En este ensayo se simularon la temperatura corporal de monogastricos (37°C), pH, sales,
enzimas y movimientos peristalticos (por agitacion), para cada porcion del TGI: boca,

estbmago e intestino (Figura 8).

A partir de un cultivo overnight de la levadura, se centrifugd y se descartdo el
sobrenadante. El pellet fue resuspendido en una solucion salival artificial contaminada con
AFB;. Se incubd durante 5 min a 37°C en agitacion (100 rpm). Luego se centrifugd para
obtener el sobrenadante conteniendo la toxina desorbida y se conservé a -20°C hasta su
analisis cuantitativo por HPLC. El pellet fue resuspendido en una solucién gastrica artificial
y se incubd durante 45 min a 37°C en agitaciéon (100 rpm). Luego se centrifugé para
obtener el sobrenadante conteniendo la toxina desorbida en esta etapa y se conservo a -
20°C hasta su andlisis cuantitativo por HPLC. Finalmente, el pellet fue resuspendido en
una solucién intestinal artificial y se incubd durante 30 min a 37°C en agitacion (100 rpm).
El sobrenadante conteniendo la toxina desorbida se obtuvo por centrifugaciéon y se

conservo a -20°C para su analisis cuantitativo por HPLC.

Los controles se realizaron con las soluciones del TGI pero sin toxina. Todos los analisis

fueron realizados por triplicado.



21. Soluciones artificiales del tracto gastrointestinal

» Solucion salival (SS): lisozima 2 mg/mL (Sigma 47700 U/mg) en solucion salina pH
6,5.

» Solucion gastrica (SG): CINa 125 mM; CIK 7mM; NaHCO3 45 mM, Pepsina 3g/L
(Sigma 427 U/mg) y HCI en concentracién variable entre 80 y 100 mM para ajustar
el pH final a 3.

» Solucion intestinal (Sl): Bilis 0,3% (p/v); tripsina 1 mg/mL (Fluka 11531 U/mg), y
qguimiotripsina 1 mg/mL (Fluka 80 U/mg). El pH fue ajustado a 8 con NaOH 5N.
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e) Estudio del mecanismo de reduccion de aflatoxina B; por Lactobacillus
rhamnosus RCO007.

22. Ensayos de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; en tracto

gastrointestinal simulado

Se realizo la técnica de adsorcién de micotoxinas de acuerdo a la metodologia de Bueno
y col. (2007) previamente descripta. Se utilizé un cultivo overnight de la BAL, se centrifugd
y se descart6 el sobrenadante. El pellet fue resuspendido en una solucion salival artificial

contaminada con AFB; y se trabajé de acuerdo a lo detallado en la Figura 8.
23. Ensayo de degradacién de aflatoxina B; por extracto libre de células

Se realiz6 la técnica de degradacion de micotoxinas de acuerdo a la metodologia
propuesta por Teniola y col. (2005) con modificaciones. El experimento se realizd6 en
tubos de 15 mL, se colocé un extracto libre de células de un cultivo de 24 h de L.
rhamnosus RC007 y se lo contamin6 con una solucidon de AFB; a una concentracion de
150 ng/mL. La mezcla se incubd en oscuridad a 37°C sin agitacién durante 6, 12, 24 y 48
h. Luego se realiz6 la extraccion con cloroformo (1:1) (v/v) de la AFB; restante para su
posterior cuantificacion por HPLC. Todos los experimentos se llevaron a cabo por

triplicado.

f) Estudios de seguridad bioldgica (cito y genotoxicidad) de S. cerevisiae RC016y L.

rhamnosus RC007 y sus sobrenadantes en cultivos celulares.
24. Ensayo de citotoxicidad en células Vero

La actividad citotdxica de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RCO007 y sus
sobrenadantes, solos y en mezcla se midié mediante la exposiciéon directa de las células
Vero. Las células Vero (células de rifibn de mono verde africano) se propagaron en MEM
suplementado con 8% de suero fetal bovino, gentamicina 50 ug/mL y glutamina 2 mM. La
viabilidad de las células Vero se midi6é mediante un ensayo de captacién de rojo segun lo
descrito por Borenfreund y Puerner (1985) con modificaciones. Las células se sembraron
en placas de cultivo de 96 pocillos (10* células/pocillo). Después de la formacion de la
monocapa, se trataron con 3 diluciones de un cultivo overnight de S. cerevisiae (2,08x107,

2,08x10° y 2,08x10° UFC/pocillo), 3 diluciones de un cultivo overnight de L. rhamnosus



(8,33x107, 8,33x10° y 8,33x10°> UFC/pocillo) y la mezcla 1:1 de ambos cultivos en las 3
diluciones. Por otra parte se obtuvieron los sobrenadantes de cada cultivo y se inocularon
3 diluciones y las mezclas de los mismos. Como controles se usaron células sin tratar. La
placa se incubd a 37°C en una atmésfera de 5% de CO, durante 24hs. se trataron con
diferentes concentraciones de cada microorganismo, solos y en mezcla y con diferentes

concentraciones de sus sobrenadantes solos y en mezcla.

Las células se colocaron en placas a una densidad de 2x10° células / pocillo en una placa
de 96 pocillos y se cultivaron durante 24 h. El medio de cultivo se elimind y las
monocapas celulares se lavaron dos veces con PBS. Luego, se agregaron 250 pl de

medio de cultivo y FBS al 10% a cada pocillo.
25. Revelacion por incorporaciéon de rojo neutro

Después de 24 h, el medio se reemplaz6 con 150 uL de una solucién de 50 mg/mL de rojo
neutro en MEM (previa incubacion del colorante a 37°C durante 24 h) y se incubd
nuevamente a 37°C durante 3 h. Posteriormente, se eliminé el medio que contenia el
colorante y los pocillos se lavaron dos veces con PBS (150 uL/pocillo). El colorante dentro
de las células viables se liber6é por extracciéon con una mezcla de 4cido acético, etanol y
agua (1:50:49). Después de agitar los cultivos durante 10 min, se leyeron los valores de
absorbancia a 540 nm. La viabilidad celular se expresé como el porcentaje de rojo neutro

incorporado, relativo a los grupos control (no tratados).
26. Ensayo de genotoxicidad a partir de médula 6sea de pollos parrilleros

El efecto de S. cerevisiae RC016 y L. rhamosus RC007 sobre la genotoxicidad en
eritrocitos se evalué mediante el ensayo de micronucleos en médula 6sea de pollos
parrilleros (Gonzalez Pereyra y col., 2014). Se extrajeron los fémures y se lavo la médula
Gsea con suero fetal bovino (Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Munich, Alemania). Las células
se centrifugaron dos veces a 112 g durante 10 min. Los sobrenadantes se descartaron
dejando solo 0,1 — 0,2 mL para resuspender los sedimentos celulares. Los portaobjetos se
dejaron secar, se fijaron con metanol absoluto y se tifieron con May-Grunwald Giemsa. Se
contaron mil eritrocitos por animal/réplica/tratamiento para determinar la tasa de eritrocitos
normocromaticos micronucleados (% ENCMN) sobre el total de eritrocitos. Ademas, se
estudio la capacidad de estos microorganismos probioticos para reducir la genotoxicidad

causada por aflatoxina B;.



g) Estudios de la influencia de la mezcla de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus
RCO007 sobre el sistema inmunolégico en ratones Balb/c.

27. Evaluacion de los efectos de la mezcla de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RCO07 en ratones sanos

Para este ensayo se utilizaron ratones BALB/c machos, de 5 semanas de edad, con un
peso inicial de 9,3 + 0,9 g, los cuales fueron obtenidos de las instalaciones para animales

en la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

El protocolo de trabajo y las técnicas utilizadas cumplen con las regulaciones del
Subcomité de Bioética Animal bajo el Comité de Etica de Investigacion Cientifica de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto, segun lo establecido en la Resolucién 253/10 del

Consejo Superior (Anexo 1).

Los animales se dividieron en 2 grupos: control y tratamiento con la mezcla de
microorganismos. Los ratones del tratamiento recibieron diariamente por via oral 0,1 mL
de la mezcla (1:1) de L. rhamnosus (1x10° células/mL) y S. cerevisiae (1x10’ células/mL)
resuspendido en PBS. El grupo control recibié diariamente por via oral 0,1 mL de PBS.
Después de 10 dias de administracion, los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical

y se obtuvieron las muestras de contenido intestinal.
28. Determinacién de citoquinas en fluido intestinal

Los contenidos intestinales se recolectaron de intestino delgado con 1 mL de PBS y se
centrifugaron inmediatamente a 5000 rpm durante 15 min a 4°C. Los sobrenadantes se
recuperaron y se almacenaron a -80°C hasta la determinacién de citoquinas utilizando la
metodologia propuesta por Dogi y col. (2016). Estas muestras se analizaron con el kit de
inflamacién Cytometric Bead Array Mouse (CBA, BD Bioscience, San Diego, CA, EE. UU.)
para medir los niveles de interleuquina (IL) -6, IL-10, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a). La cuantificacion de citoquinas se realizé con un citémetro de flujo FACS Calibur (BD
Bioscience) y los datos adquiridos para cada muestra y estandar (proporcionados por el
fabricante) se analizaron utilizando el software FCAP Array V1.0.1 (BD Bioscience). El
ensayo se realizd por duplicado. Los resultados se expresaron como la concentracion de

cada citoquina en el fluido intestinal (pg/mL).



h) Disefio de estudio in vivo en pollos parrilleros aplicando un aditivo simple.
29. Animales y disefio experimental

Para este ensayo se utilizaron 20 pollos machos (raza Cobb) de un dia de edad, que
tenian un peso inicial de 0,05075 kg en promedio, vacunados contra la enfermedad de
Marek. Estos se obtuvieron de un criadero comercial y se colocaron bajo luz fluorescente
continua con alimento y agua ad libitum hasta los 18 dias de edad.

Los animales fueron inicialmente aclimatados por un periodo de una semana. A los
mismos se los dividié en 4 tratamientos (5 animales / tratamiento) y fueron alojados en
jaulas de acero inoxidable en una habitacién con temperatura controlada (23 £+ 1 °C) y
artificialmente iluminada (ciclo de 12 h luz / oscuridad), libre de cualquier fuente de

contaminacién quimica, segun las normas éticas y de conformidad sanitario internacional.
Las aves se alimentaron segun cada tratamiento durante 21 dias.

Se utilizé una dieta estandar de harina de maiz-soja (dieta basal) que cumplia con los
requerimientos nutricionales para pollos (NRC 1994) desde el primer dia hasta el final del
experimento. La dieta basal ya poseia una incidencia natural de AFB; (2 ug/kg),
determinada mediante HPLC. Las dietas experimentales para cada tratamiento fueron las

siguientes:

v' T (control): dieta basal;

v' T, (toxina): dieta basal + contaminacion experimental con AFB; (50 ug/kg);

v' T3 (aditivo simple): dieta basal + 0,1% de S. cerevisiae RC016 liofilizada;

v' T, (toxina + aditivo simple): dieta basal + contaminacién experimental con AFB; (50

Mg/kg) + 0,1% de S. cerevisiae RC016 liofilizada.

El estado de salud general de los pollos se evalué mediante el registro de los cambios en
el comportamiento, la actividad, la postura, la alimentacion y la ingesta de agua, posibles
enfermedades y muertes. Los animales se pesaron a los 0, 7, 14, 16, 18 y 21 dias del

experimento.

El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de Etica y Bioseguridad de la

Universidad Nacional de Rio Cuarto (Anexo 1).



30. Determinacion de los parametros productivos: ganancia de peso, indice

de conversién, rendimiento de carcasay peso de los érganos.

Cuando los pollos llegaron a los 21 dias de edad, el ensayo de alimentacién culmind y se
seleccionaron 3 pollos de cada tratamiento. Los animales seleccionados se pesaron y
luego se procedio a la eutanasia por dislocacion cervical. A continuacion, se llevo a cabo
la necropsia. Los 6rganos higado, timo, bazo y Bolsa de Fabricio fueron retirados y

pesados.

La ganancia de peso total (GPT) se calcul6 como la diferencia entre el peso de los
animales en el comienzo y al final del experimento. La ganancia de peso diaria (GPD) se
calcul6 pesando los animales diariamente y teniendo en cuenta la diferencia entre el peso
en el dia actual y el peso del dia anterior. El indice de conversion se calculd como la
cantidad de alimento (kg) necesario para producir 1 kg de peso vivo. El peso y el
rendimiento de la carcasa se evaluaron como el peso del cuerpo de los animales

sacrificados después de la eliminacion de las visceras, piel y pezufias.

Cada uno de estos parametros de crecimiento se midid de forma individual (por animal) y

por tratamiento y se analizaron estadisticamente.

i) Disefio de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo mixto.

31. Disefio experimental

31.1. Animales empleados

Los ensayos experimentales in vivo se llevaron a cabo en las instalaciones de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto, Laboratorio de Nutriciéon animal, fueron realizados en
galpones que contaban con jaulas de alambre, con comederos y bebederos individuales y
calefaccionados con estufa hal6gena y aire acondicionado frio/calor, para evitar las

pérdidas de peso por bajas temperaturas en la primera semana de vida de los pollos.

La ubicacién de las jaulas dentro del galpén fue planificada para el control de las
corrientes de aire y para garantizar la ventilacion. Las caracteristicas descriptas se

muestran en las Figuras 9 y 10.

Para este ensayo se utilizaron 75 pollos machos y hembras (Cobb) de un dia de edad,

gue tenian un peso inicial de 0,084 + 0,02 kg, vacunados contra la enfermedad de Marek.



Estos se obtuvieron de un criadero comercial y se colocaron bajo luz fluorescente
continua con alimento y agua ad libitum.

Los animales fueron inicialmente aclimatados por un periodo de una semana. Luego
fueron pesados individualmente y se los dividi6 al azar en 5 grupos (5 animales/
tratamiento/ réplica) con 3 réplicas cada uno y alojados en jaulas de acero inoxidable en
una habitacion con temperatura controlada (23 + 1°C) e iluminacion fluorescente continua,

libre de cualquier fuente de contaminacion quimica.

En cuanto al manejo, se evit6 acumular polvos en los tejidos y paredes, la cama mojada
se retird periddicamente y se la reemplaz6 por material seco. Los bebederos se limpiaron

y recargaron diariamente. Se realiz6 limpieza y desinfeccién periddica del galpon.

El estado de salud general de los pollos se evalué mediante el registro de los cambios en
el comportamiento, la actividad, la postura, la alimentacion y la ingesta de agua, posibles
enfermedades y muertes. Los animales se pesaron a los 1, 7, 17, 24, 28 y 34 dias del

experimento.
El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de Etica y Bioseguridad de la
Universidad Nacional de Rio Cuarto (Anexo 1).

31.2. Dietas experimentales

Las aves recibieron la dieta correspondiente a cada tratamiento durante 34 dias. Se utilizé
una dieta estandar de harina de maiz-soja (dieta basal) (Tabla 3, 4 y 5) que cumplia con

los requerimientos nutricionales para pollos (NRC 1994).



Tabla 3. Composicion del alimento iniciador para pollos parrilleros.

Componentes

Complejo vitaminico mineral parrillero

Fosfato monodicalcico

Metionina

Sal entrefina
Carbonato de calcio
Aditivo enzimatico

Suplemento mineral antioxidante

Aditivo adsorbente

Maiz

Pellet de soja
Afrechillo de trigo

Tabla 4. Composicion centesimal del alimento iniciador para pollos parrilleros.

SUSTANCIA TAL CUAL (%) p/p
Tenor minimo de proteina bruta 20
Tenor minimo de extracto etéreo 4

Tenor maximo de fibra cruda 3,9
Tenor maximo de cenizas 7,5
Tenor maximo de humedad 11
Tenor de calcio minimo 0,9
Tenor de calcio maximo 1,3
Tenor de fosforo minimo 0,6
Tenor de fosforo maximo 0,68

VALOR ENERGETICO: 2900 Kcal/kg




Tabla 5. Concentracion de aditivos.

MINERALES mg/kg
Cobre 4,3
Zinc 50
Manganeso 88
Yodo 11
Hierro 21
Selenio 0,15
VITAMINAS
Vitamina A 8600 Ul/kg
Vitamina D3 1700 Ul/kg
Vitamina E 10 Ul/kg
Vitamina K3 2,1 mg/kg
Vitamina B2 3,6 mg
Vitamina B12 0,012 mg/kg
Niacina 22,5 mg/kg
Pantotenato de calcio 7,7 mg/kg
colina 1030 mg/kg
AMINOACIDOS mg/kg
Metionina 1600
Lisina 1300




Las dietas experimentales para cada tratamiento se formularon de la siguiente manera:

v' T, (control): dieta basal;

v' T, (toxina): dieta basal + contaminacién experimental con AFB; (506,14 + 22,1
ppb);

v' T3 (aditivo mixto): dieta basal + 0,1% de la mezcla (1:1) de microorganismos
liofilizados: L. rhamnosus RC007 (1x10° células / g) y S. cerevisiae RC016 (1x10’
células / g);

v' T, (toxina + aditivo mixto): dieta basal + contaminacién experimental con AFB;
(506,14 = 22,1 ppb) + 0,1% de la mezcla de microorganismos (L. rhamnosus
RCO007 + S. cerevisiae RC016) y

v' Ts (comercial): dieta basal comercial estandar (promotores de crecimiento +
adsorbentes de micotoxinas).

Las diferentes dietas se prepararon en una mezcladora industrial. Posteriormente se

tomaron muestras para la extraccion y cuantificacion de AFB; (Tabla 6).

Tabla 6. Niveles de AFB1 presentes en las distintas dietas experimentales.

AFB;
Dietas experimentales

Media (ng/g) + D.E

Control 18,72+ 3,78 a
Contaminada artificialmente 506,14 +22,1 b
Comercial 22,15+1,15a

*Las letras diferentes en Tas columnas indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio

estandar.



PUERTA

Figura 9. Esquema de la distribucion de los grupos experimentales en el galpon.
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32. Variables medidas
32.1. Pardmetros productivos.

Los pardmetros de produccion se midieron semanalmente durante el periodo de
tratamiento (7 a 34 dias de edad). Se determinaron el consumo de alimento, la ganancia
de peso y el indice de conversion alimenticia y el peso y rendimiento de la carcasa,
descriptos previamente. Cada uno de estos parametros de crecimiento se midioé de forma

individual (por animal) y por tratamiento y se analizaron estadisticamente.

32.2. Parametros bioquimicos.

Al final del experimento, se recogieron muestras de sangre (1 mL por ave). Luego se
obtuvo el suero por centrifugaciéon (2.500 x g durante 15 min a temperatura ambiente) y se
almacend a -20°C para la determinacion de proteinas totales (TP), albumina (Alb), se
calculd la fraccion total de globulina (Glob) restando la albumina de la proteina total, y la
relacion de Alb / Glob. También se determinaron las enzimas aspartato aminotransferasa
(AST), alanina aminotransferasa (ALT), la gamma-glutamiltransferasa (GGT) y la lactato
deshidrogenasa (LDH) mediante el método colorimétrico utilizando un kit comercial
(Wiener Lab).

32.3. Necropsia.

A los 35 dias de edad, se realizé la necropsia en 2 aves de cada réplica (6
aves/tratamiento). Se extrajeron y pesaron los érganos higado, bazo, Bolsa de Fabricio y
timo. El peso del érgano se expres6 como un porcentaje del peso corporal (peso del
6rgano/100 g de peso corporal vivo). Los higados se recogieron, se examinaron y se

registraron las lesiones macroscoépicas.

32.4. Histopatologia de los 6rganos.

Las secciones de higado e intestino de todas las aves se fijaron en paraformaldehido al
4% y se procesaron para inclusién en parafina mediante métodos estandar. Las secciones
embebidas en parafina con un grosor de 5 um se cortaron, fueron tedidas con

hematoxilina/eosina y fueron examinadas microscépicamente.



32.5. Analisis histologico del intestino delgado.

MicroscOpicamente, la extension del dafio y la inflamacion del intestino se evaluaron
mediante un sistema de clasificacion histopatolégica estandar. Las puntuaciones altas de

dafo histoldgico indican un aumento del dafio en los intestinos:

v Grado 1: hallazgos histolégicos idénticos a los pollos normales (grado 0); infiltrado
inflamatorio leve de la mucosa y/o submucosa (mezcla de neutréfilos) y edema,
erosiones puntiformes de la mucosa a menudo asociadas con la proliferacion capilar,
mucosa muscular intacta;

v Grado 2: cambios del grado 1 que involucran el 50% de la muestra;

v' Grado 3: infiltrado inflamatorio prominente y edema (predominan los neutrdfilos)
con frecuencia con areas mas profundas de ulceracién que se extienden a través de
la mucosa muscular hacia la submucosa; células inflamatorias raras que invaden la
musculatura propia pero sin necrosis muscular;

v Grado 4: cambios del grado 3 que involucran el 50% de la muestra;

v' Grado 5: ulceracién extensa con necrosis coagulativa limitada por numerosos
neutréfilos y menor namero de células mononucleares; la necrosis se extiende
profundamente en la musculatura propia;

v' Grado 6: cambios del grado 5 que involucran el 50% de la muestra.

j) Andlisis de los resultados

Las medias obtenidas de los ensayos fueron analizados por el analisis de la varianza
(ANOVA). Las variables que presentaron diferencias significativas se compararon
mediante el test de la minima diferencia significativa de Fisher LSD (Quinn y col. 2002). El
analisis se realiz6 utilizando Info Stat para Windows 2012 Version 2.03 (SPSS Inc.) (Di
Rienzo y col., 2015).



Capitulo I

PRODUCCION DE BIOMASA

Optimizacion, escalado industrial y formulacion.



INTRODUCCION

La produccion industrial de microorganismos probioticos debe cuidar que las tecnologias
de procesamiento empleadas garanticen su estabilidad, tanto en términos de viabilidad
(capacidad de reproducirse) como de actividad durante la vida util (Carvalho y col., 2004;
Muller y col., 2009).

La viabilidad de un proceso biotecnologico incluye un andlisis estratégico para la
reduccion de los costos de produccion en la optimizacion de la produccién de biomasa.
Para la formulaciéon de un medio de cultivo de tipo industrial es necesario que éste cumpla
con todos los requerimientos nutricionales, caracteristicos de cada especie, que permita
un buen crecimiento del microorganismo, que estén disponibles en el mercado o en su
defecto que sean materia prima obtenida como subproducto de algin otro proceso, y

ademas sea de bajo costo para la produccion.

Los componentes de los medios tienen un impacto muy fuerte en la economia de los
procesos de fermentacion industrial y pueden representar hasta el 30% del costo total de
la produccion (Lee, 2005; Rivas y col., 2004; Rodrigues y col., 2006). El uso de sustratos
guimicos puros como fuentes de carbono para la fermentacién generalmente produce
productos de alta calidad (Javanainen y Linko, 1995; Xiaodong y col., 1997). Sin embargo,
los subproductos agricolas y otros productos industriales son sustratos preferidos para la
fermentaciéon debido a su costo reducido (Hofvendahl y Hahn-Hagerdal, 2000). Por
ejemplo, los sustratos populares para la fermentacion industrial son suero (Timmer y
Kromkamp y col., 1994; Oyaas y col., 1996), melaza (Montelongo y col., 1993; G6ksungur
y Guveng, 1997) y almidon (Xiaodong y col., 1997). De manera similar, el extracto de
levadura y la peptona son fuentes populares de nitrdgeno en los medios de fermentacion
(Chiarini y col., 1992). El extracto de levadura se puede reemplazar con productos
agricolas mas baratos (por ejemplo, harina de lentejas) como fuentes de nitrégeno (Altaf y
col., 2006).

Para llevar a cabo la producciéon de biomasa a gran escala, es necesaria no solo la
blusqueda de un sustrato econdémico, sino también de las condiciones O6ptimas de
produccion. Una alternativa a los ensayos clasicos para mejorar procesos fermentativos
con mayor eficiencia es el uso de los disefios estadisticos experimentales. Esta
metodologia es particularmente Gtil ya que a través de experimentos cuidadosamente

planeados se puede determinar el sub-conjunto de variables del proceso que tienen



mayor influencia sobre la respuesta de interés, como la produccion de biomasa o de un

metabolito especifico (Montgomery, 2001; Rao y col., 2004; Xu y col., 2002).

Los disefios de seleccion son utilizados para evaluar diferentes factores o variables a la
vez, estos modelos son utilizados como un estudio preliminar que permite la fijacion o
eliminaciéon de las variables, dependiendo de la influencia que éstas tengan sobre la
respuesta a estudiar. Algunos de estos disefios son: factoriales, factoriales generales,
Plackett-Burman, Taguchi (Plackett y Burman, 1946; Kaur y Satyanarayana, 2005; Li y
col., 2008a, b; Sharma y Satyanarayana, 2006; Wang y col., 2007).

Una vez seleccionadas las variables que influyen significativamente en el proceso de
interés, se utilizan disefios de optimizacion para determinar en forma cuantitativa los
valores mas apropiados para los parametros en estudio de modo de maximizar la
respuesta. Estos disefios son: Box-Behnken, disefio central compuesto (DCC) y la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) que es una herramienta que permite
representar el rendimiento como una superficie, ésta puede visualizarse como un mapa
topografico en el que la altura sobre el nivel del mar es el rendimiento y los componentes

del medio proporcionan la referencia de la rejilla (Box y col. 1987; Ferreira y col., 2007).

La propagacién de microorganismos se inicia a partir de un crecimiento del cultivo puro a
escala de laboratorio. A partir de él se inocula el primer fermentador de una secuencia de

fermentaciones escalando a fermentadores de mayor volumen en cada paso.

La funcién principal de un biorreactor o fermentador es proporcionar un entorno adecuado
en el que un organismo pueda producir eficientemente un producto objetivo que puede ser
biomasa celular, un metabolito o un producto de bioconversion. El rendimiento de
cualquier producto en el fermentador depende de muchos factores, pero los pardmetros
fisicos y quimicos clave que deben controlarse son la velocidad de agitacion, la
transferencia de oxigeno, el pH, la temperatura y la produccién de espuma. Obtener una
alta concentracion celular es un objetivo importante para optimizar el proceso de

fermentacion (Champagne y col., 2007).

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacién han permitido la seleccién de dos
cepas que han demostrado ser candidatos prometedores para ser incluidos en la
formulacion de aditivos para mejorar la sanidad y el rendimiento de la produccion animal.
La levadura S. cerevisiae RCO016, aislada de intestino de cerdos sanos, posee la
capacidad de adsorber aflatoxina B; (AFB;), ocratoxina A (OTA) y zearalenona (ZEA) y

tolerar el pasaje por el TGl (Armando y col., 2011), ademas se demostro que fue capaz de



reducir significativamente el crecimiento de los hongos productores de estas micotoxinas
(Armando y col., 2012). Esta levadura no produjo cito ni genotoxicidad en estudios in vivo
en ratas (Gonzalez Pereyra y col. 2014). La BAL L. rhamnosus RCO007, aislada de
ensilaje, mostré la capacidad de reducir o inhibir el crecimiento de hongos
micotoxicogénicos (Pereyra y col., 2008), ademas no posee genes de resistencia a
antibiéticos de importancia veterinaria (Dogi y col., 2013). En ensayos in vivo demostrd
incrementar la resistencia frente a patégenos, como potencial anti-inflamatorio (Dogi y
col., 2010).

Debido a estas propiedades previamente demostradas, se propone formular aditivos para
la alimentaciébn animal a partir de la propagacion a gran escala de ambos
microorganismos utilizando los disefios estadisticos experimentales para la optimizacién

del proceso de produccion.



HIPOTESIS

“El uso de disefios estadisticos experimentales mejora eficazmente la produccion de

biomasa de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 en los procesos fermentativos.”

OBJETIVOS

1. Evaluar los parametros cinéticos (velocidad especifica de crecimiento y tiempo de
duplicacién) y productivos (rendimiento, produccibn maxima y productividad) para la
produccion de biomasa de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007, a través de
curvas de crecimiento utilizando sustratos de bajo costo.

2. Realizar la metodologia de Disefios Estadisticos Experimentales (DOEs) y
validacion de las condiciones de proceso optimizadas anteriormente.

3. Formular aditivos simples y mixtos para alimentacién animal.



RESULTADOS Y DISCUSION
a) Optimizacion y produccion de biomasa de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RCO007 probiéticos antimicotoxinas a través de DOEs.

Uno de los aspectos biotecnoldgicos de la produccion de biomasa implica el disefio o la
seleccion del medio de cultivo. Este disefio debe reflejar la composicion elemental y la
capacidad biosintética de una célula microbiana determinada y debe cumplir con todos los
requerimientos nutricionales, caracteristicos de cada especie, que permita el buen
crecimiento del microorganismo, que esté disponibles en el mercado o en su defecto sean
materia prima obtenida como subproducto de algun otro proceso, y ademas sea de bajo
costo para la producciéon. Para estandarizar el proceso de produccion se evaluaron
diferentes sustratos econémicos que permitieron la produccién a mayor escala. En esta
etapa se logré disminuir la fase de adaptacion del microorganismo en la fermentacién lo
cual permiti6 optimizar y obtener un buen rendimiento del crecimiento y que el medio

resulte rentable.

Si bien la composicién elemental de las células microbianas es relativamente similar, su
capacidad de biosintesis varia ampliamente. Diferentes cepas probidticas generalmente
requieren diferentes medios de cultivo (Muller y col., 2009). En este trabajo se utilizaron
dos microorganismos, por un lado la levadura S. cerevisiae RC016, que tiene una gran
capacidad biosintética y crece en medios definidos como el caldo YPD; y también la BAL
L. rhamnosus RCO007 que requiere un medio rico o complementado para lograr un

crecimiento eficiente como el caldo MRS.

Curvas de crecimiento de S. cerevisiae RC016 en medios de cultivo suplementados

con diferentes fuentes de carbono.

La levadura S. cerevisiae RC016 crece en el medio de cultivo YPD, el cual es un medio
sintético, comercial, procesado y enriquecido con fuentes de carbono como glucosa y
fuentes de nitrdgeno como extracto de levadura y peptona (Fajardo- Castillo y col., 2007;
Hahn-Hagerdal y col., 2005); sin embargo es un medio costoso cuando se pretende
obtener biomasa a gran escala, por lo que se reemplazé la glucosa por otras fuentes de
carbono, en la misma proporcion (2% (m/v)), entre ellas: melaza, burlanda (DDG’s) y
JRC.



Ln (células/mL)

En la Figura 11 se puede observar la cinética de crecimiento de la levadura en cada

fuente carbonada probada y los pardmetros cinéticos determinados en cada caso.
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Figura 11. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiaecRC016 con diferentes fuentes de
carbono: a) Glucosa; b) Melaza; c) Burlanda (DDG’s) y d) JRC. En frascos agitados a 28°C.

En la Tabla 7 se muestran los parametros cinéticos de cada fuente carbonada ensayada;

el medio con burlanda present6 la mayor velocidad de crecimiento (0,319 h™) y el menor

tiempo de duplicacion (2,17 h).

Tabla 7. Parametros cinéticos: Velocidad especifica de crecimiento (umax) y tiempo de

duplicacién (Td),

de Saccharomyces cerevisiaeRC016 en

medios de cultivo

suplementados con diferentes fuentes de carbono, incubados en Erlenmeyer agitados a

180 rpm y 28°C.

Fuente de carbono

Velocidad de crecimiento

Tiempo de duplicacion

(Mmax)(h™) (ta)(h)

Glucosa 0,248 2,79
Melaza 0,208 3,33

Burlanda 0,319 2,17
JRC 0,317 2,18




Curvas de crecimiento de L. rhamnosus RC007 en medios de cultivo
suplementados con diferentes fuentes de carbono.

El medio MRS se considera un medio de cultivo que contiene macro y microelementos
especificos para la produccion de los lactobacilos (DeMan, Rogosa y Sharpe, 1960;
Axelsson, 2004). Sin embargo, no resulta rentable, por lo que en este trabajo surge la

necesidad de buscar otras fuentes econdémicas de materia prima.

Por esta razon, se realizaron diferentes curvas de crecimiento, utilizando el medio de
cultivo comercial para lactobacilos MRS y se comparé el desarrollo de la cepa
reemplazando la fuente de carbono glucosa con: melaza, lactosuero y JRC (el equivalente
a 8 g/L de carbono). En todos los casos se incub6 a 37°C sin microaerofilia, esto se debe
a que se pretende escalar la produccion a nivel industrial y la generacion de microerofilia
aumentaria considerablemente los costos de produccion. ElI metabolismo respiratorio
aumenta el rendimiento de la biomasa, asi como la resistencia al estrés oxidativo y, por
tanto, mejora el rendimiento en la produccion de cultivos a gran escala (Pedersen y col.,
2012; Rezaiki y col.,, 2004; Watanabe y col., 2012). Varios estudios han descripto el
comportamiento de los lactobacilos con capacidad para usar oxigeno. Si bien L.
rhamnosus es catalasa negativo, puede reaccionar con el oxigeno por un sistema de
superoxido dismutasa y flavoproteina oxidasas implicadas en la degradacion de aniones
superodxido y peroxido de hidrégeno. De esta manera, la NADH oxidasa y la peroxidasa
regeneran NAD+, que puede ser un beneficio fisioldégico para las bacterias (Desmazeaud
y de Roissart, 1994).

Otros autores demostraron que una cepa de L. rhamnosus C83 puede soportar mas del
60% de oxigeno disuelto en el medio y que una pequefia cantidad de oxigeno (pO, 10%)
parecia estimular el crecimiento bacteriano. También observaron que los niveles de
oxigeno disuelto cayeron durante el desarrollo celular, lo que indicaria que el oxigeno fue
consumido; bajo estas condiciones, la biomasa final, la tasa de crecimiento y el
rendimiento de crecimiento se incrementaron sustancialmente (Gamar - Nourani y col.,
1998). Este resultado confirma el efecto estimulador de una ligera aireaciéon y sugiere que

el oxigeno residual en el medio es suficiente para mantener un buen estado fisioldgico.
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Figura 12. Curva de crecimiento de Lactobacillus rhamnosus RC007 incubado en tubos sin
microaerofilia a 37°C, en medios de cultivo suplementados con: (A) glucosa; (B) lactosuero; (C)
melazay (D) JRC.

Tabla 8. Parametros cinéticos: velocidad de crecimiento (Uma) Y tiempo de duplicacion
(Ty), de Lactobacillus rhamnosus RCO007 en medios de cultivo suplementados con
diferentes fuentes de carbono, en tubos a 37°C, sin microaerofilia.

Fuente de carbono Velocidad de crecimiento Tiempo de duplicacion

(Mmax)(h™) (ta)(h)

Glucosa 0,0595 11,65
Melaza 0,06 11,55
Lactosuero 0,206 3,35

JRC 0,1575 4,4




En la Figura 12 A, se puede observar el desarrollo de L. rhamnosus RC007 en el medio
de cultivo MRS, en el cual no presento6 fase de latencia, lo que es esperado ya que es el
medio de referencia para BAL. A las 20 h de cultivo se obtuvo la cosecha maxima de
células viables (1x10° UFC/mL), donde se produjeron 3,1 g/L de biomasa seca, para lo
gue necesita consumir 15,5 g/L de glucosa. A las 24 h de cultivo se observdé una
estabilizacion del crecimiento bacteriano y por lo tanto del consumo de sustrato.

Cuando la cepa L. rhamnosus RC007 crecié en medio suplementado con lactosuero como
fuente de carbono se obtuvo la mayor velocidad de crecimiento (0,2066 h™), con una
cosecha méxima de 6,33x10® UFC/mL, a las 12 h de cultivo (Figura 12 B). La leche y el
suero de leche bovina son considerados como buenos nutrientes para el crecimiento de
bacterias del género Lactobacillus, ya que contienen fuente de nitrdgeno en forma
organica, complejos vitaminicos como el complejo B, pH adecuado, y una forma coloidal

gue deja disponible los nutrientes (Escobar y col., 2010).

En la Figura 12 C, se puede observar el desarrollo de esta cepa cuando la fuente de
carbono fue melaza. Si bien, puede observarse una leve fase de latencia, lo cual es
esperable ya que el inéculo fue crecido en medio MRS (original), el cultivo alcanzé una
velocidad de crecimiento de 0,0595 h™ con un méximo de 1,57x10° UFC/mL a las 12 h de
cultivo, similar a los resultados obtenidos en el medio MRS comercial. Esto puede
deberse a los aportes nutricionales de la melaza ya que es una mezcla compleja que
contiene sacarosa, azlcar invertido, sales y otros compuestos solubles. Ademas de los
azUcares fermentables: sacarosa, glucosa, fructosa y rafinosa, también contiene

sustancias reductoras no fermentables (Honig, 1974).
Disefios estadisticos experimentales

El uso de los disefios estadisticos experimentales permite obtener una rapida
aproximacion hacia los factores clave que afectan el crecimiento celular y una buena
proximidad a las concentraciones que maximizan el efecto sobre la variable de respuesta
teniendo en cuenta las diferencias fisiol6gicas que puedan presentar los microorganismos

de interés (Ren y col., 2008).
Disefo de seleccion de Plackett- Burman

El proceso incluy6 primero la identificacion de los componentes del medio de cultivo méas

influyentes, para asi enfocar la investigacion sobre un subconjunto de componentes



criticos del medio (Plackett y Burman, 1946). El disefio P-B fue usado para identificar las

variables que tenian efecto significativo sobre el crecimiento celular.

La fuente de carbono seleccionada para S. cerevisiae RC016 fue la burlanda o DDGs, ya
gue presentd los mejores parametros cinéticos y ademas posee ventajas nutricionales y
econdémicas por ser un co-producto de la industria alimentaria propio de la region
pampeana y esto disminuye los costos de produccion. Se decidié producir un extracto de
DDGs a partir del material particulado, para lo cual se colocaron 75 g en 300 ml de agua
destilada (20%) a vapor fluente durante 20 min y luego se utilizé el filtrado (extracto) para

realizar el medio de cultivo.

En el caso de L. rhamnosus RC007, cuando se utilizé el medio suplementado con suero
de leche se obtuvieron los mejores parametros cinéticos (mayor velocidad de crecimiento
y el menor tiempo de duplicacion). Sin embargo, cuando se analizaron la producciéon de
biomasa maxima y el rendimiento, que muestra la relacién entre que la biomasa producida
y la cantidad de fuente de carbono consumida, se observé que aunque el medio con
glucosa y el medio con melaza mostraron rendimientos maximos similares, estos valores
se lograron a las 20 h para MRS y a las 12 h con melaza, demostrando parametros
similares que el medio con glucosa, pero también mejores pardmetros productivos,
especificamente la produccién maxima obtenida en un tiempo menor. Estos resultados
demuestran que el uso de melaza constituye un recurso adecuado para optimizar la

produccion de biomasa a gran escala de L. rhamnosus RC007.

En las Tablas 9 y 10 se muestran las variables y niveles (maximo (1) y minimo (-1))
analizados en cada caso, los que fueron seleccionados de acuerdo con los criterios de
aumento en la concentracion celular, de acuerdo al disefio de seleccion de Plackett-

Burman.



Tabla 9. Disefio de seleccion de Plackett- Burman para S. cerevisiae RC016 con DDGse

como fuente de carbono.

NIVELES
VARIABLES
-1 1
DDGse (%) 14 28
Urea (%) 0 0,5
YE (%) 0,5 1
Tiempo (h) 1 13

*DDGSe: exiracto de DDGS, YE: extracto de levadura

Tabla 10. Disefio de seleccién de Plackett- Burman para L. rhamnosus RC007con melaza

como fuente de carbono.

NIVELES
VARIABLES

-1 1

AzUcares reductores (g/L) 20 40
Peptona (g/L) 0 10

Extracto de levadura (g/L) 0 5

Concentrado de sales A P
Agitacion (rpm) 0 100

CaCOs; A P

*Aausencia; P. presencia.



Disefio de optimizacién de Box- Behnken

Posteriormente, se realizé la optimizacion a través del disefio de Box- Behnken para llegar
a la 6ptima respuesta para la produccion de biomasa.

Las variables ensayadas para S. cerevisiae RC016 fueron: concentracion de extracto de
DDGs (rango de 10 a 30%), concentracion de urea (rango de 0 a 1%) y tiempo de
incubacion (rango de 12 a 24 h), no se incluy6 extracto de levadura dado su costo por lo
cual se dej6 fij6 en 1% (en los disefios de seleccion mostré la mayor produccion de

biomasa en ese porcentaje).

Para la BAL, sé6lo se ensayaron las variables que resultaron significativas en la seleccién
gue fueron la concentracibn de azlcares reductores (rango de 10 a 20 g/L), la
concentracion de extracto de levadura (rango de 0 a 2,5 g/L) y la concentracion de CaCO;
(rango entre 10 a 12 g/L); el resto de los componentes permanecieron fijos en las

concentraciones que mostraron mayor crecimiento.
Metodologia de superficie de respuesta

El disefio de Box- Behnken permitié construir graficos de superficie a partir de las
combinaciones de los pares de factores, manteniendo el tercer factor a nivel cero a fin de
ilustrar los efectos principales de las variables y sus efectos interactivos sobre la
produccion de biomasa de S. cerevisiae RC016 y de L. rhamnosus RC007. La naturaleza
eliptica de los gréficos de contorno indica que las interacciones entre las variables

independientes fueron significativas (Figura 13y 14).

En las Tablas 9 y 10 se muestran los valores 6ptimos de cada una de las variables que
afectaron significativamente el crecimiento de S. cerevisiae RC0016 y L. rhamnosus
RCO007.



Tabla 9. Valores éptimos de las variables que afectaron significativamente el crecimiento
de S. cerevisiae RC0016.

VARIABLES VALORES OPTIMOS
Concentracion de extracto de DDG’s 18, 9% (m/v)
Concentracion de urea 0% (m/v)
Concentracion de extracto de levadura 1% (m/v)
Tiempo de incubacion 21,3 h

Respuesta maxima: 2,53x10° células/ mL

Tabla 10. Valores 6ptimos de las variables que afectaron significativamente el crecimiento
de L. rhamnosus RC0007.

VARIABLES VALORES OPTIMOS
AzUcares reductores 10 g/L
CaCO; 10,22 g/L
Concentracion de extracto de levadura 2,5¢0/L

Respuesta maxima (Rendimiento x/s): 0,68 g/g
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muestra los niveles de produccion de biomasa de la levadura.
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crecimiento de L. rhamnosus RC007 (rendimiento x/s) de: (A) extracto de levadura (g/L) y CaCOs3

(g/L), (B) azucares reductores (g/L) y extracto de levadura (g/L), (C) azUcares reductores (g/L) y

CaCOg; (g/L). La escala de colores muestra los niveles de produccién de biomasa.
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b) Escalado de la produccion de biomasa de S. cerevisiae RC016 y L.
rhamnosus RC0O07.
Parametro de escalado: tiempo de mezclado

Los bioprocesos se desarrollan e implementan de diferentes maneras, en sus escalas de
laboratorio, piloto e industrial. El escalado puede definirse como el procedimiento para
disefiar y construir un sistema de gran escala en base a los resultados de experimentos
con equipamiento de pequefa escala. El desempefio de los bioprocesos es afectado por
varios parametros: el disefio geométrico, las variables de operacion, las propiedades del

fluido, los procesos de transporte y la cinética de los organismos.

El objetivo es trasladar a una escala mayor el disefio de un prototipo optimizado,

considerando toda esta complejidad de parametros.

Las reglas generales para el escalado estan basadas en aquellos parametros que se
pueden mantener constantes. Uno de los criterios de escalado mas tipico es mantener

constante el tiempo de mezclado.

El tiempo de mezclado es el tiempo requerido para alcanzar un determinado grado de
homogeneidad. Se define al tiempo de mezclado como el tiempo requerido para alcanzar
un 90% de homogeneidad luego de la inyeccién de un pulso de trazador. Como trazador
es posible utilizar una sustancia coloreada, HO", H" o cualquier otra sustancia que pueda

ser medida en el tiempo y que no altera la dinamica del sistema de mezclado (Tabla 11).

El tiempo de mezclado de un bioreactor dependera de su disefio (geometria, forma y
tamafo de las hélices), de la viscosidad del medio que se esté utilizando y de la velocidad

de agitacion (rpm) con las que se trabaje.

Un mezclado insuficiente puede causar regiones en las que haya deficiencia de oxigeno o
de algun otro nutriente, gradientes importantes de temperatura y pH, por ello, es
importante estudiar el efecto de las variables de operacion sobre el grado de mezclado

gue se pueda alcanzar en el biorreactor.



Tabla 11. Parametro de escalado tiempo de mezclado medido en distintas condiciones de

agitacion y de pH.

_ o Tiempo (seg)
Velocidad de agitacion (rpm)

Base Acido
200 130 90
300 80 30
400 60 20
500 90 50

Validacion de los medios optimizados en biorreactor

Luego de haber escogido las condiciones del medio de cultivo en las cuales se observo la
mayor produccién de biomasa tanto de S. cerevisae RC016 como de L. rhamnosus
RCO007, segun los andlisis estadisticos arrojados por las fermentaciones realizadas en
Erlenmeyer, se llevaron a cabo las fermentaciones en biorreactor a fin de validar los

resultados obtenidos.

En la mayoria de los procesos fermentativos el objetivo principal es la conversion del
sustrato en un producto metabdlico primario o secundario Util, como antibiéticos, etanol y
acidos organicos; donde una vez alcanzada la cantidad 6ptima del producto deseado, los
organismos producidos son simplemente materiales de desecho que deben eliminarse de
forma segura y a un costo, o simplemente se utilizan como una fuente barata de alimento
para animales. Sin embargo, en la produccion de biomasa, las células producidas durante
el proceso de fermentacion son los productos finales. En consecuencia, la fermentacion
se optimiza para la produccién de una concentracibn maxima de células microbianas. La
biomasa microbiana se usa ampliamente para diferentes propdésitos, como cultivos
iniciadores de fermentacion e indculos para fermentaciones de alimentos y bebidas,
procesos de tratamiento de desechos, produccién de ensilaje, inoculantes agricolas,
lixiviacion de minerales y como bioplaguicidas; también como fuente de proteinas para la
alimentacion humana, ya que puede formularse en una amplia gama de alimentos; y

también para formular alimentos para los animales, como es el objetivo de este trabajo.



En este trabajo las fermentaciones se realizaron en condiciones de cultivo discontinuo
(batch), donde todos los componentes se afiaden desde el principio sin renovarse y se
determinaron los parametros de crecimiento claves que permitieron optimizar la

produccion de biomasa.

La operacién del biorreactor incluy6 distintas etapas practicas, tales como, la carga del
fermentador con medio fresco; la esterilizacién del fermentador y medio de cultivo; la
inoculacion del fermentador; el crecimiento del microorganismo; la recoleccion de la

biomasa junto con el medio de cultivo gastado; y finalmente la limpieza del recipiente.

Las fuentes de carbono seleccionadas para formular los medios de cultivo para validar en
biorreactor presentaron todos los requisitos nutricionales necesarios para el crecimiento
de cada microorganismo (levadura y BAL), pero no cumplian con los objetivos técnicos
del proceso. Entre los factores que pueden afectar la eleccion final de las materias primas
se encuentran: la calidad constante de los distintos lotes, la facilidad de manejo en forma
liquida, junto con los costos asociados requeridos para su esterilizacion (pre
tratamientos), las caracteristicas de formulacion, problemas en el mezclado por la
viscosidad, que influyen directamente en la agitacion, la aireacion y la formacién de
espuma durante el proceso, como asi también los niveles y el rango de impurezas no

deseadas generados durante el proceso (Wee y col., 2006).

Por estas razones, se decidid utilizar en sus reemplazos, la fuente de carbono JRC, el
cual es una solucién de levulosa y dextrosa, obtenido por proceso de hidrélisis total del

almidon de maiz, seguida de conversion enzimatica y posterior refinacion.

Este medio de cultivo se utilizé tanto en la etapa de propagacién del in6culo como en la
fermentacion de produccién principal a fin de disminuir la etapa de adaptacion y permitir el

crecimiento 6ptimo de la levadura y la BAL.

La Tabla 12 muestra que la produccién de biomasa en biorreactor de S. cerevisiae RC016
y L. rhamnosus RC007, mejord notablemente en el medio optimizado con JRC, debido a
su gran contenido en azucares reductores, su consistencia y ausencia de color e

impurezas y su bajo costo, lo que hace rentable al proceso.



Tabla 12. Parametros cinéticos y productivos de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus

RCO007 utilizando JRC como fuente de carbono para el medio de cultivo optimizado.

Parametros
Cinéticos Productivos
) Tiempo )
Velocidad de o Produccién o
Microorganismos o de Productividad o Rendimiento
crecimiento ) ) maxima
duplicacién
- Yx/s (g/g)
M max (W) Tq (h) P (g/L.h) Pmax (9/L)
(%)
. 0,647
S cerevisiae 0,26 2,66 0,92 3,4 (6h)
RCO16 (64,7%)
0,058
- rhamnosus 0,15 4,40 0,72 1,6 (6)
RC007 (5,8%)

La optimizacion total del sistema permitid hacer una descripcidbn completa de todos los
pardmetros que afectan el crecimiento. En el caso de la produccién de biomasa, un
pardmetro importante es el coeficiente de rendimiento (Y), que relaciona la cantidad de
biomasa producida por gramo de sustrato utilizado. Por lo tanto, cuanto mayor sea el
coeficiente de rendimiento, mayor sera el porcentaje del sustrato original convertido en
biomasa microbiana. La determinacion de los coeficientes de rendimiento es de vital
importancia porque el costo del medio de cultivo, particularmente la fuente de carbono, es

una proporcion significativa del costo de produccién total.
¢) Formulacién de aditivos alimentarios biolégicos simples y en mezcla.

Una vez completado el proceso de fermentacion, que generalmente se determina al medir
la concentracién de los microorganismos probiéticos ensayados en el fermentador, las
células se recuperan mediante centrifugacion o filtracion (Champagne y col., 2007). El
nivel de pureza que se debe alcanzar generalmente estd determinado por el uso
especifico del producto. No solo es importante reducir las pérdidas de masa del producto,

sino que la retencion de la actividad biolégica del producto es de vital importancia.

Cada etapa del procedimiento de recuperacion general depende en gran medida del
protocolo de la fermentacion anterior. En este punto, la eleccion de JRC como fuente de

carbono y energia en reemplazo de la burlanda y la melaza (para cada caso), que



contenian muchas impurezas, nos permitio acelerar el proceso de recuperacion de la

biomasa y aumentar el rendimiento del producto.

Después de la fermentacion, las células bacterianas y de levadura generalmente se secan
para facilitar su transporte y almacenamiento, para mantener los microorganismos viables,
estables y puros. Los microorganismos probidticos generalmente se secan mediante
liofilizacién o secado por pulverizacion (Muller y col., 2009). Mantener la viabilidad celular
durante el secado es critico para la produccién exitosa de probiéticos (Meng y col., 2008).

En este trabajo se realiz6 una liofilizaciéon, un proceso que consiste en dos etapas:
congelacion y secado. En este método el agua se elimina por sublimacion al vacio,
directamente del estado sélido al estado vapor. Para eliminar el dafio térmico y osmatico
se utilizan crioprotectores (Ananta y col., 2004; Bond, 2007). En el caso de la levadura, se
utilizé como crioprotector leche descremada al 10% y extracto de levadura, mientras que

para la BAL, leche descremada al 10%.

En la Figura 15 se puede observar la textura final del polvo liofilizado de cada

microorganismo.

Finalizado el proceso de liofilizacion se determind la viabilidad de los microorganismos en
placas con agar YPD (para levaduras) y MRS (para BAL). El uso del crioprotector leche
descremada, permiti6 una buena viabilidad para la BAL y la adiciébn de extracto de
levadura al 0,5% fue adecuado para recuperar la viabilidad de las levaduras. Se lograron
recuentos de 9,7x10® UFC/g para S. cerevisiae RC016 y 9,3x10®° UFC/g para L.
rhamnosus RC007, los cuales resultan favorables para la formulacion de los aditivos para

alimentacion animal.



Figura 15. Fotografia del polvo obtenido luego del proceso de liofilizacién: (A) S. cerevisiae RC016
y (B) L. rhamnosus RC007.

Finalmente se procedid a realizar los formulados de aditivos para ser aplicados a los
alimentos en los ensayos in vivo. En el caso del formulado simple se mezclé el polvo
liofilizado de la levadura (1x10" células/g) al 0,1% con la dieta basal (concentrado de
maiz). Para el formulado mixto, la mezcla (1:1) de microorganismos liofilizados: L.
rhamnosus RC007 (1x10° células/g) y S. cerevisiae RC016 (1x10’ células/g) se utiliz6 al

0,1% en la dieta basal.



CONCLUSIONES PARCIALES

La estrategia tecnoldgica aplicada permitié la produccion de altas densidades de biomasa
seca de S. crevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 en medios de cultivo optimizados con
un sustrato de bajo costo utilizando los disefios estadisticos experimentales, para formular
aditivos simples y mixtos (con microorganismos estables, viables y puros) aceptable para

alimentacion animal.



Capitulo Il

DINAMICA DE LA REDUCCION DE AFLATOXINA B; EN PRESENCIA DE
S. cerevisiae RC016 Y L. rhamnosus RCO007.

Influencia del tracto gastrointestinal simulado.



INTRODUCCION

El rendimiento en la produccién animal se ve afectado por la disminucion del valor
nutritivo del alimento y por el impacto negativo que esto produce en la salud de los
animales. La contaminaciébn por micotoxinas reduce la eficiencia de crecimiento,
disminuye la conversion de alimento y las tasas de reproduccion, perjudica la resistencia a
enfermedades infecciosas, reduce la eficacia de la vacunacién, e induce dafo patolégico
en distintos érganos (CAST, 2003).

La organizacion para la alimentacién y la agricultura (Food and Agriculture Organization -
FAO) estima que méas de un 25% de la produccién de alimentos en el mundo esta
contaminada en un cierto grado con micotoxinas (Lawlor y Lynch, 2001). La
contaminacién del producto puede ocurrir en cualquier punto de la cadena alimenticia,
desde la cosecha, la recoleccioén, el almacenamiento hasta el transporte, la elaboracion y
la conservacion. Las micotoxinas representan un grave problema en Argentina donde las
condiciones climéaticas y las practicas agricolas se consideran propicias para el
crecimiento de hongos y la produccién de micotoxinas (Gonzalez Pereyra y col., 2008;
Magnoli y col., 2002).

El impacto econdémico de las micotoxinas en la produccion animal incluye un aumento en
los costos de produccidén, disminucioén de la produccion, disposicion final de alimentos y

materias primas contaminadas.

Cada toxina tiene caracteristicas y efectos especificos, sin embargo, cabe destacar que la
presencia de dos 0 mas micotoxinas, como normalmente se encuentran en la naturaleza,

puede causar mas efectos adversos, que la presencia de una sola (Jand y col., 1995).

Los grupos mas importantes de micotoxinas que se encuentran en la alimentacion animal
son producidos por los géneros: Aspergillus (AFsy OTA), Penicillium (OTA) y especies de
Fusarium (tricotecenos, FBs y ZEA) (Marin y col., 2013).

Para reducir la carga de micotoxinas en las materias primas y alimentos existen
estrategias pre y post cosecha, sin embargo, una vez gue las micotoxinas han alcanzado
a contaminar un ingrediente o un alimento, resulta sumamente dificil lograr su total
eliminacion. Algunos métodos eficaces para evitar los riesgos de exposicion a las
micotoxinas en la cria de animales se basan en el uso de microorganismos que puedan

adsorber las micotoxinas limitando de este modo su biodisponibilidad en el cuerpo del



animal (Yiannikouris y col.,, 2003) y/o utlizando sus enzimas para degradarlas a
compuestos menos toxicos o no téxicos, permitiendo la desintoxicacion biolégica de las

micotoxinas (Taylor y Draughon, 2001).

La utilizacion de microorganismos que poseen estructuras en la pared celular con
capacidad para adherir micotoxinas incluyen integrantes de los géneros Lactobacillus y
Bifidobacterium, y levaduras (S. cerevisiae) que se utilizan ampliamente en la

fermentacion de los alimentos (Celik y col., 2003; Shetty y Jespersen, 2006).

Las BAL muestran potencial para mitigar los efectos toxicos de las aflatoxinas en los
alimentos y piensos. Estas inhiben el crecimiento de hongos toxicogénicos y la produccion
de aflatoxinas, debido probablemente a la competencia por los nutrientes entre las células
bacterianas y los hongos. La union de las BAL a las aflatoxinas en diferentes matrices
depende de las condiciones ambientales y es especifica de la cepa. Los lactobacilos
estan muy estudiados y ofrecen posibilidades notables en la unién a AFB; y AFM; en los

alimentos (Ahlberg y col., 2015).

Estos nuevos productos son generalmente de alto costo econdmico lo que limita su uso
en los sistemas de produccidon animal. Desde esta perspectiva adquiere importancia la
realizaciéon de estudios que contribuyan con la generacién de productos con efectos
positivos demostrados en la produccién animal, que combinan las propiedades probiéticas

y las de adsorcién de micotoxinas.

Algunos autores han demostrado que las condiciones de cultivo para la produccién de
microorganismos, tales como el pH, la temperatura, la oxigenacién, la naturaleza del
medio, la concentracion o la naturaleza de la fuente de carbono, modulan la cantidad y las
propiedades estructurales de los [3-D-glucanos, mananos y quitina que se sintetizan.
Estos oligosacaridos (B 1-3 glucano y manano-proteinas) constituyen el sitio de unién a
varias micotoxinas, entre ellas, AFs, FBs, ZEA y OTA (Aguilar-Uscanga y Francois, 2003;

Yiannikouris y col., 2004).

Es por esto que las condiciones de cultivo y las del TGI podrian producir modificaciones

estructurales en la pared celular de la levadura influenciando la adsorcion de micotoxinas.



HIPOTESIS

“Los microorganismos probidticos pueden adsorber, desorber y/o degradar micotoxinas,
como método eficaz para evitar los riesgos de exposicion a las micotoxinas en los

animales y limitar de este modo su biodisponibilidad en el tracto gastrointestinal.

Las condiciones de cultivo para la producciéon de biomasa a gran escala, tales como el
pH, la temperatura, la oxigenacion, la naturaleza y concentracion de la fuente de carbono
modulan la cantidad y las propiedades estructurales de la pared celular de los
microorganismos y por eso influyen sobre la adsorcion y biodisponibilidad de las

micotoxinas en el tracto gastrointestinal.”

OBJETIVOS

1. Estudiar la variabilidad ultraestructural de la pared celular de S. cerevisiae RC016
expuesta a diferentes componentes del medio de cultivo y su influencia sobre la adsorcion
de AFB; en el TGI simulado.

2. Determinar la composicion quimica por espectroscopia IR de Saccharomyces
cerevisiae RC016 expuesta a diferentes componentes del medio de cultivo y a las
condiciones simuladas del TGI.

3. Determinar la capacidad de adsorcién, desorcién y/o degradacién de AFB; de L.

rhamnosus RC007 simulando el pasaje por el TGL.



Tesis doctoral en Ciencias Bioldgicas Capitulo I

RESULTADOS Y DISCUSION

a) Variabilidad estructural de la pared de Saccharomyces cerevisiae RC016 y su
influencia sobre la adsorcion de aflatoxina B;.

Determinacion del tamafo de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae RC016

por microscopia electrénica de transmision y microscopia 6ptica de alta resolucion

La morfologia de la pared celular de levadura determinada por MET se muestra en la
Figura 16. Estas células exhiben gran diversidad con respecto al area, diametro y espesor
de pared, la Tabla 13 muestra que estos valores fueron significativamente diferentes
cuando la misma creci6 en medio YPD y en DDGse optimizado.
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Figura 16. Andlisis de la ultraestructura de las células de levaduras de Saccharomyces
cerevisiaeRC0016: (a) espesor de la pared celular en medio DDGse y (b) espesor de la pared
celular en medio YPD. Ampliacion 12 000.

Las observaciones por MET revelan que tanto el a&rea como el didmetro de la pared
disminuyeron significativamente en el medio DDGse optimizado (36,4 y 16,9%,
respectivamente), a diferencia del espesor de la pared donde se observé un aumento del
68% (p<0,0001).
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Tabla 13. Andlisis de la ultraestructura de la pared celular de Saccharomyces
cerevisiaeRC016.

_ Area (um? Diametro (um)  Espesor de pared (um)
Medio de
cultivo
Media = D.E. Media = D.E. Media + D.E.
DDGse 6,16 +0,55b 2,84+0,13b 0,25+0,01a
YPD 9,69+0,55a 3,42+0,13a 0,08+0,01b

* DDGse: extracto de granos secos de destileria con solubles; YPD: dextrosa, extracto de levadura, peptona. Las letras diferentes indican

diferencia significativa (p<0,0001) segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD). DE: desvio estandar.

Determinacion de la composicién quimica de Saccharomyces cerevisiae RC016 por

espectroscopia IR.

Para investigar las diferencias entre las células de levadura cultivadas en el medio YPD y
el medio DDGse optimizado, asi como para caracterizar el paso a través del TGI
simulado, se realizé un analisis espectroscépico FT-IR de la composicion quimica celular.
Los cambios en el perfil y/o la intensidad de las bandas de absorcién en las distintas
regiones del espectro FT-IR representan variaciones en la composicién y/o
concentraciones de estos componentes en las células de levadura (Cerna y col., 2003;
Galichet y col., 2001).

La Figura 17 muestra los espectros FTIR en el rango de frecuencia de 4000-500 cm™ de
las células de levadura crecidas en medio YPD, DDGse Yy luego del paso a través del TGI
simulado. Se observaron tres regiones principales correspondientes a carbohidratos (500
- 1250 cm™), proteinas (1300 - 1900 cm™) y lipidos (3000 - 3600 cm™). Estos espectros se
corresponden con los encontrados por Galichet y col. (2001) y Adt y col. (2006) que
caracterizaron la pared celular de levaduras. En todos los tratamientos los espectros de
las células enteras, tienen un patrén espectral similar y estan casi superpuestos, lo que
indica una composicién quimica similar, pero la intensidad de absorbancia de cada

tratamiento es ligeramente diferente.

En la region de los carbohidratos (rango espectral 900 - 1400 cm™) se encuentran las
bandas donde absorben principalmente los azucares presentes en la pared celular de la

levadura (Figura 18). La mayoria de los polisacaridos de la célula de levadura se



encuentran en su pared (Klis y col., 2002). Los glucanos, mas precisamente los 8 (1-3)
glucanos, son los componentes principales de la pared celular, son responsables de la
forma y rigidez (Chauhan y col., 2002; Calderone y Braun 1991). Las bandas identificadas
entre 1100 y 1000 cm™, en general, se asignan a B (1-3) glucanos y B (1-6) glucanos.
Estas asignaciones se basan en espectros de productos puros y extractos celulares
(Michell y Scurfield, 1970). Otro componente encontrado de la pared celular son los
mananos, donde las bandas de absorcién se observaron a 968 cm™, las que se
corresponden con las encontradas por Adt y col. (2006) y Burattini y col. (2008). También
se observo las proteinas y péptidos, representados por bandas de absorcién de amidas |
(1654 cm™) y amida Il (1541 cm™), al igual que las encontradas por Naruemon y col.
(2013) estudiando los cambios que ocurren en la composicién de la pared celular cuando

las células crecen en diversas condiciones.

Los espectros FT-IR de la biomasa de S. cerevisiae mostraron diferencias en las
intensidades de la banda de absorcion. En general, el medio DDGse present6 las bandas
de absorcién de mayor intensidad con respecto al control en YPD y éstas a su vez, se

incrementan luego del pasaje por la solucion intestinal artificial.

Estas diferencias observadas a partir de los perfiles de los espectros dependen del
entorno de crecimiento y estan influenciadas por las condiciones de pH, sales y enzimas
del TGI simulado.
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Figura 17. Composicion en macromoléculas de células completas de Saccharomyces cerevisiae
RCO016 crecidas en diferentes medios de cultivo y sometidas luego a la solucion intestinal artificial

por espectrometria FT-IR.
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Figura 18. Perfil de la region de polisacéridos presentes en las células completas de
Saccharomyces cerevisiae RC016 crecidas en diferentes medios de cultivo y sometidas luego a la

solucién intestinal artificial por espectrometria FT-IR.

Este estudio mostré las posibilidades de la espectroscopia IR para detectar la influencia
de las condiciones de fermentacion en la composicibn macromolecular de la célula,
principalmente a nivel de carbohidratos. Ademas, permiti6 demostrar que cuando las
células de levadura se someten a las diferentes condiciones del TGI, también

experimentan cambios en la composicion.



Capacidad de adsorcion / desorcién de aflatoxina B, por Saccharomyces cerevisiae
RCO016 en tracto gastrointestinal simulado.

La pared celular de las levaduras es una estructura muy dinamica que responde
rapidamente a cambios en el medio ambiente y al estrés (Aguilar-Uscanga y Francois,
2003; Klis y col., 2002). La composicion quimica y la naturaleza fisica de la pared celular
de S. cerevisiae, hace razonable pensar que las células presentan innumerables sitios en
su superficie para la adsorcion fisica de diferentes moléculas. Yiannikouris y col. (2004)
estudiaron la influencia de los componentes de la pared celular de S. cerevisiae en la
eficacia de la adsorcion de micotoxinas. Caridi (2007) observo diferencias en la adsorciéon
de OTA través de la variabilidad estructural de las mananoproteinas de diferentes cepas

de levaduras aisladas de vino.

La capacidad y el tipo de union depende fuertemente de la estructura molecular de los
componentes de la pared celular de la levadura y de la micotoxina a considerar

(Yiannikouris y col., 2006).

Estas diferencias que se observan en el grosor y la composicion macromolecular de la
pared celular de las levaduras podrian afectar la captacion de micotoxinas y por esta
razon se evaluo la capacidad de adsorcion/desorciéon de AFB; de la levadura crecida en

medio DDGse optimizado y simulando el pasaje por el TGI.

Cuando se simulé el TGI completo, se introdujo AFB; en una solucién de saliva que
simulaba la primera etapa del proceso de digestion cuando se comen alimentos
contaminados. Considerando el transito de alimentos en el TGlI, las células se pusieron en
contacto con las otras soluciones (sin AFB;) y luego se recolectaron para determinar los
niveles de adsorcion que variaban de 8,9% en saliva a 73,9% en jugo gastrico (Tablas 14
y 15).

Cuando se simulé un TGI parcial, se realizaron tres ensayos separados para saber en qué
etapa ocurrié el mejor nivel de adsorciéon (cada etapa contenia AFB;). Los niveles de
adsorcion variaron del 8,8% en el fluido intestinal al 95,3% en el jugo gastrico. Una vez

mas, la mayor adsorcién se produjo a nivel del jugo gastrico.

Se ha demostrado que la pared celular de la levadura es el sitio donde se produce la
adsorcion de micotoxinas (Yiannikouris y col., 2004). El presente estudio se centrd en

explicar el comportamiento de adsorcion de la AFB; frente a los cambios en la morfologia



de la pared celular influenciados por la composicion del medio de cultivo y los resultados
demostraron que el incremento en el grosor de la pared celular permiti6 que la cepa S.
cerevisiae RC016 crecida en el medio de cultivo DDGse sea mas efectiva en la captacion
de AFB; en comparacion con el uso del medio de cultivo comercial YPD que mostré un
menor grosor de la pared celular y un menor porcentaje de adsorcion de micotoxinas.
Otros autores también demostraron que la cantidad de toxina eliminada dependia de la
cantidad total de pared celular (Armando y col., 2012), asi como de los microorganismos y
las concentraciones de micotoxinas utilizadas (Gonzélez Pereyra y col., 2014). Por otra
parte, Yiannikouris y col. (2004) demostraron que el contenido de [B-D-glucano y su
disposicion tridimensional en la pared celular afectaron la adsorcion de micotoxinas. De
acuerdo con nuestros resultados, Luo y col. (2015) mostraron que el contenido de 1,3-B-
glucano se correlacionaba con el grosor de la pared celular y la capacidad de adsorcién
de patulina. La cepa N-10, que tenia el mayor contenido de 1,3-B-glucano, tenia la pared
celular mas gruesa y la mejor capacidad de adsorcion de patulina, lo cual indicé que un
mayor contenido de 1,3-B-glucano formando una red tridimensional mas densa y gruesa

podria resultar en una mayor captacién de micotoxina.

En este trabajo, el proceso de adsorcidén que simula los procesos completos de digestiéon
en la boca (saliva), estbmago (condiciones gastricas) e intestino permitié el estudio de la
adsorcion de AFB; durante el transito a través del TGl y la comparacion de los
porcentajes de adsorcién en cada porcién del mismo. La etapa con el mayor porcentaje
de adsorcién fue a nivel del estdbmago simulado y disminuyd a nivel intestinal. Estos
resultados sugirieron que la estructura molecular de la micotoxina se vio afectada ya que
el proceso de adsorcion fue diferente en las diferentes etapas del TGlI, probablemente
debido al pH y otros constituyentes del tracto. Trabajos anteriores informaron que S.
cerevisiae RC016 pudo sobrevivir y eliminar la AFB;. Aunque los porcentajes de remocién
de micotoxinas variaron de 65,5% a 82%, no realizaron los experimentos en condiciones
del TGI (Armando y col., 2011). En contraste con nuestros resultados, Madrigal-Santillan y
col. (2006) concluyeron que el proceso de adsorcion no cambié la estructura molecular de
la micotoxina y especuld que otros factores, como la duracién de la incubacién, el pH, el
método de purificacion de la biomasa y los métodos de analisis, también estarian
influyendo en este proceso. Yiannikouris y col. (2004), ensayaron la capacidad de
adsorcion de ZEA por S. cerevisiae a diferentes pH (representativos del TGI) y mostraron
gue en condiciones acidas la adsorcién de micotoxinas fue mayor (64 a 77%), lo que

estaria indicando que el mecanismo de bioadsorcion es afectado por las condiciones



ambientales. Este hecho refuerza la importancia de evaluar el efecto de las condiciones
del TGl en la capacidad de S. cerevisiae RC016 para adsorber diferentes micotoxinas.

Estos resultados muestran una correlacion entre la composicion del medio y la
variabilidad morfolégica de la pared celular de la levadura que beneficia la captacion de
micotoxinas. El disefio y la composicion del medio de cultivo deben permitir el desarrollo
del microorganismo y mantener sus propiedades funcionales y tecnologicas después del
escalado. La estructura de los polisacaridos de la pared celular de la levadura permiten la
adsorcion de micotoxinas principalmente a través de los glucomananos a través de

enlaces de hidrégeno (Yiannikouris y col., 2004).

Tabla 14. Adsorcion de aflatoxina B; (ng/mL) por Saccharomyces cerevisiae RC016

crecida en medio YPD simulando el pasaje a través del tracto gastrointestinal parcial y

completo.
Adsorcion de AFB;
AFB; )
) Media (ng/mL) (%) £ D.E.
TGl simulado Control
Media (ng/mL) + D.E. TGl Completo TGI Parcial

SS 93,9+5,1 21,5(22,9)+6,5a 31,6(33,6)+2,4b
SG 86,6 +1,0 17,4 (249)+0,8a 7,3(84)+x17a
Sl 78,7+ 6,6 515(98,1)+1,8b 54(6,9)+2,1a

* TGI: tracto gastrointestinal. SS: solucion salival, SG: solucion gastrica, SI: solucion intestinal. Las letras diferentes en las columnas indican

diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio estandar.



Tabla 15. Adsorcion de aflatoxina B; (ng/mL) por Saccharomyces cerevisiae RC016
crecida en medio DDGse simulando el pasaje a través del tracto gastrointestinal parcial y

completo.
AFB; Adsorciéon de AFB;
TGl simulado Control Media (ng/mL) (%) £ D.E.
Media (ng/mL) £ D.E. TGI Completo TGI Parcial
SS 169,3 £ 10,6 156 (9,2)+4,1a 20,9 (12,3)t15a
SG 166,8 £ 8,3 101,3 (65,8) + 0,8 ¢ 20,4 (12,2)+2,4a
Sl 158,6 £ 1,6 52,4(99,8)+0,2b 23,2(146)+3,2a

*TGI: tracto gastrointestinal. SS: solucion salival, SG: solucion gastrica, SI: solucion intestinal. Las letras diferentes en las columnas indican

diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio estandar.

b) Adsorcién/desorcion/degradacion de aflatoxina B; por Lactobacillus
rhamnosus RC007

Las BAL son un grupo heterogéneo de bacterias, que tienen una estructura de la pared
celular tipica de un Gram-positivo, que es muy diferente de la estructura de la pared
celular de S. cerevisiae. La pared celular de las BAL consiste en una matriz de
peptidoglicano, principal componente estructural, también presenta acido teicoico y
lipoteicoico, la capa S proteindcea y polisacaridos neutros (Axelsson y col., 2004). Estos
componentes desempefian varias funciones incluyendo Ila adhesién y union
macromolecular, en especial la red fibrilar de acidos teicoicos y polisacaridos neutros.
Varios trabajos sugieren que tanto el peptidoglicano como los polisacaridos son los
responsables en la unién de micotoxinas (Delcour y col., 1999; Haskard y col., 2000;
Lahtinen y col., 2004).

Por lo tanto, dos procesos especificos como la unién y la inhibicion de la biosintesis
pueden estar involucrados en la interaccion entre la BAL y la acumulacién de algunas
micotoxinas. Una vez ingeridos las AFs, se absorben a través del TGl y se activan o
desintoxican metabdlicamente en las células de la mucosa intestinal y en el higado, donde
se someten a biotransformacion por epoxidacion, hidroxilacién, desmetilacion,

conjugacion u otros procesos espontaneos (Novoa y col., 2006).



Efecto de las condiciones gastrointestinales simuladas sobre la unidon de la
aflatoxina B;.

La Tabla 16 muestra los niveles (ng) y los porcentajes (%) de adsorcion y desorcion de
AFB; (93,89 ng) de L. rhamnosus RC007. El proceso de simulacion del pasaje por el TGl
comenzO6 con una solucién salival artificial contaminada con AFB; y las sucesivas etapas
continuaron con los niveles de AFB; que fueron desorbidos en cada etapa y los resultados
se expresaron como niveles (ng) de AFB; presentes en cada soluciéon que transitd a
través del TGI. Es importante sefialar aqui que las soluciones sobrenadantes libres de
células que contienen la micotoxina no adsorbida por el pellet de la BAL se eliminaron y
no continuaron los pasos subsiguientes del ensayo de acuerdo con la metodologia
empleada.

El porcentaje relativo de adsorcién de AFB; en el pasaje a través de la solucién salival fue
bajo, al igual que el pasaje a través de la solucion gastrica; mientras que se permite
retener un alto porcentaje de AFB; a nivel de la solucidn intestinal. Estos resultados estan
directamente relacionados con los porcentajes relativos y totales de desorcion que

estaban entre 81,20% y 96,11% en las diferentes etapas del TGI.

Tabla 16. Capacidad de adsorcién y desorcibn de aflatoxina B; de Lactobacillus
rhamnosus RC007 simulando el pasaje por el tracto gastrointestinal completo.

TG AFB; Control Adsorcion de aflatoxin B; Desorcion de aflatoxin B4
simula
do Media (ng/mL)  Media (hg/mL) Porcentaje Media (hg/mL) Porcentaje
+D.E. +D.E. (%) +D.E. (%)
SS 93,89 £ 5,12 17,74 + 3,88 18,8 76,15+ 2,34 81,2
SG 17,74 + 3,88 4,43 + 2,03 4,71 13,31 +1,85 95,28
SI 4,43 + 2,03 3,65+0,48 3,89 0,78 + 0,03 96,11

*TGI: tracto gastrointestinal. SS: solucion salival, SG: solucién gastrica, SI: solucion intestinal.



En un ensayo posterior, el pellet de esta BAL se enfrent6 con AFB; para cada una de las
soluciones que simulaban el TGI de forma independiente (Tabla 17). Este ensayo simulo
lo que realmente ocurriria en el TGl ya que, de acuerdo con la metodologia utilizada, la
totalidad de la AFB; estaba presente en cada etapa y, en cada una de ellas, el proceso de
adsorcién y desorcion fue evaluado nuevamente. Se observé que cuando la micotoxina
estaba en contacto con la solucién salival, el porcentaje de adsorcion de AFB; era bajo.
Sin embargo, esto no ocurrié en las soluciones gastrica e intestinal, ya que los niveles de

adsorcion fueron significativamente mas altos (p<0,0001), superiores al 88%.

Tabla 17. Capacidad de adsorcion y desorcion de aflatoxina B; de Lactobacillus
rhamnosus RCO07 en cada porcién del tracto gastrointestinal simulando.

AFB; ., L
CONTROL Adsorcion de AFB; Desorcion de AFB;
TGl
simulado MEDIA (ng/mL)
ng/m MEDIA (ng/mL) o o
+DE. +DE Porcentaje (%) Porcentaje (%)
SS 93,89 +£ 5,12 17,74 + 3,88% 18,8 81,2
SG 93,89 +£ 5,12 83,49 + 5,02° 88,92 11,08
Sl 93,89 +£ 5,12 91,07 + 5,28° 96,99 3,01

* TGI: tracto gastrointestinal. SS: solucion salival, GS: solucion gastrica, SI: solucion intestinal.

Ensayo de degradacién de aflatoxina B,

En los ultimos afios, ha habido un interés creciente en la utilizacién de microorganismos
para inhibir la absorcién de micotoxinas en el TGI. Varios estudios en animales e in vitro
han revelado la capacidad de las BAL y las bifidobacterias para unirse a las micotoxinas,
reduciendo la biodisponibilidad o toxicidad (desintoxicacion) (El-Nezami, y col., 2002;
Niderkorn y col., 2007; Gratz y col., 2006; 2007; Turner y col., 2008).

Las bacterias del acido lactico (LAB) se usan cominmente en la produccion de ensilaje y
en productos alimenticios fermentados, éstas inhiben el crecimiento de hongos y por lo

tanto prolongan la vida util del producto (Broberg y col., 2007).

En general, se evalia el potencial de diferentes cepas de BAL para prevenir el

crecimiento de las cepas de hongos formadores de aflatoxinas y su capacidad de unirse a



estas en productos fermentados como leche y yogurt (Megalla y Hafez, 1982; Megalla y
Mohran, 1984). Autores como Gourama y Bullerman (1995) y Dalié y col. (2010)
sugirieron que el acido lactico y otros metabolitos producidos por BAL desempefian un
papel importante en la inhibicion de la sintesis de aflatoxinas.

Es escasa la literatura que informe la capacidad del sobrenadante libre de células de
cepas de BAL de degradar AFB;, por lo que en este trabajo se evalud la capacidad del
extracto libre de células de L. rhamnosus RC007 de degradar AFB; en diferentes tiempos
de exposicion (Martinez y col., 2017).

La Tabla 18 muestra los porcentajes de degradacion de AFB; por los extractos libres de
células de L. rhamnosus RCO007. Esta cepa present6é un rango entre 74,43% y 80,40% de
la degradacion entre 12 y 48 h de exposicion, mostrando diferencias significativas a los
12,24y 48 h.

Tabla 18. Porcentajes de degradacion de aflatoxin B, por el extracto libre de células de

Lactobacillus rhamnosus RC007 en diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de exposicion Porcentaje de degradacion
(h) Media (%) + D.E.
12 74,43+0,1a
24 75,87 £ 0,3 a
48 80,40+ 0,3 b

* Las letras diferentes indican diferencia significativa segun el test de Ta minima diferencia significativa de Fisher (LSD) p<0,05.

D.E: desvio estandar.

Martinez y col. (2017) demostraron que todas las cepas de BAL evaluadas fueron
capaces de degradar AFB; con porcentajes superiores al 15%, lo que se corresponde con

nuestros resultados.

La desintoxicacion bioldgica de alimentos y piensos contaminados con aflatoxinas ha sido
ampliamente investigada en los Ultimos afios. Se ha informado la capacidad de degradar
AFB; por variadas cepas de hongos, Trametes versicolor (Zjalic y col., 2006), Pleurotus
ostreatus (Motomura y col., 2003) y Armillariella tabescens (Liu y col., 2001) y bacterias
como, Flavobacterium aurantiacum (Smiley y Draughon 2000; Teniola y col., 2005; Alberts

y col., 2006), Mycobacterium fluoranthenivorans (Hormisch y col., 2004; Teniola y col.,



2005), Rhodococcus erythropolis (Teniola y col., 2005; Alberts y col., 2006), Bacillus
licheniformis (Petchkongkaew y col., 2008) and Stenotrophomonas maltophilia (Guan y
col., 2008).

Otros estudios investigan las enzimas capaces de degradar aflatoxina (Liu y col., 2001,
Motomura y col., 2003; Alberts y col., 2009). Sin embargo, éstas se aislaron de hongos, y
la mayoria de ellas se encontr6 que eran enzimas intracelulares. La actividad de las
enzimas se ve influida por el proceso de trituracién de los micelios, que afecta a los

estudios adicionales sobre las mismas.

La utilizaciéon de L. rhamnosus RC007 para la formulacion de un aditivo para alimentacion
animal aporta no sélo sus caracteristicas probiéticas, sino también la capacidad de reducir
AFB; complementando los procesos de adsorcion y/o biodegradacion, lo que se puede
trasladar en una disminucién de la biodisponibilidad de esta micotoxina a nivel del TGI

animal.



CONCLUSIONES PARCIALES

La pared celular de S. cerevisiae RC016 fue modificada tanto en su ultraestructura como
en el perfil de macromoléculas por influencia del medio de cutivo y las condiciones del
TGI, afectando la capacidad de adsorcion de AFB;.

La BAL L. rhamnosus RC007 demostré su capacidad de adsorber AFB; en el pellet
bacteriano sometido a las condiciones del TGl y también el extracto libre de células logré

disminuir la concentracion de AFB; por biotransformacion.



Capitulo Il

SEGURIDAD Y EFICACIA DE LA APLICACION DE ADITIVOS BIOLOGICOS
SIMPLES Y MIXTOS COMO PROBIOTICOS ANTIMICOTOXINAS.



INTRODUCCION

La contaminacion de la alimentacion animal con micotoxinas ocurre todavia con mucha
frecuencia, a pesar de los grandes esfuerzos para prevenirla. Los alimentos para
animales estan contaminados, en niveles bajos, con varias micotoxinas, particularmente
con aquellas producidas por los géneros Aspergillus y Fusarium, generalmente se
encuentran AFB;, OTA, ZEA, DON y FB; (Vila-Donat y col., 2018).

La industria avicola se ha convertido en una importante actividad econémica en Argentina.
De acuerdo a las cifras aportadas por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, en
los ultimos afios en Argentina se ha incrementado notablemente el consumo de carne de
ave (SAGyP, 2017).

Las aves de corral estan expuestas a las micotoxinas al consumir alimentos preparados
con materias primas contaminadas. La micotoxicosis producida ademas de afectar la
salud de las aves de corral, reduce la produccion y afecta la disponibilidad de ciertos
productos y su comercializacion (Oguz, 2011). En Argentina se ha demostrado la
incidencia natural de cepas aflatoxigénicas y la presencia de aflatoxina en los alimentos

de aves de corral (Barros y col., 2009; Magnoli y col., 2002; 2011).

Las aflatoxinas causan una variedad de efectos en las aves de corral, incluyendo
disminucion en el aumento de peso, baja eficiencia alimenticia, reduccién en la produccion
de huevos y peso del huevo, aumento de grasa hepatica, cambios en el peso de los
organos, reduccién en los niveles de proteina sérica, hematomas en la carcasa,
pigmentacion deficiente, dafio hepatico en las actividades de varias enzimas involucradas
en la digestion de almidon, proteina, lipidos y acidos nucleicos, e inmunosupresion (Oguz
y Kurtoglu, 2000; Oliveira y col., 2007; Devegowda y Murthy, 2005; Yarru y col., 2009).

Aunque se han desarrollado numerosas estrategias para prevenir el crecimiento de
hongos toxicogénicos y eliminar la contaminacién por micotoxinas, pocas estrategias
cumplen los requisitos debido a su alto costo, riesgo de bioseguridad o capacidad de
unién limitada. Es necesario desarrollar métodos apropiados de detoxificacion biolégica
para garantizar la inocuidad de los alimentos para el consumo humano y animal (de
Souza Sant’Anay col., 2008; Pflieglery col., 2015).

Las técnicas para eliminar, inactivar o reducir la biodisponibilidad de las micotoxinas

incluyen métodos fisicos, quimicos y biolégicos (Belajova y col., 2007; Ringot y col.,



2007). Las limitaciones como la pérdida nutricional del producto y de las cualidades
sensoriales, asi como los altos costos en equipamiento necesario para estas técnicas han

alentado la reciente importancia en los métodos bioldgicos (Teniola y col., 2005).

Una de las estrategias para reducir la bioaccesibilidad de las micotoxinas durante la
digestion gastrointestinal es el empleo de microorganismos probiéticos que adsorben
micotoxinas. Este es un fenémeno fisico asociado con la estructura de la pared celular
bacteriana que al unirse a las micotoxinas en el tracto gastrointestinal (TGI), reducen asi
su absorcién y toxicidad sistémica (Yiannikouris y col., 2003; Saladino y col., 2018). Se ha
sugerido que los peptidoglicanos y los polisacaridos son los dos elementos mas

importantes responsables de la unién (Kabak y col., 2006).

El uso de probi6ticos en animales de produccion esta destinado a mejorar la conversion
alimenticia, a promover el crecimiento e inhibir el desarrollo de bacterias patégenas
(Rosmini y col., 2004; Blajman y col., 2015 Caly y col., 2015).

En la nutricién de pollos de engorde, las especies probiéticas han demostrado variados
efectos benéficos, como aumento del rendimiento (Pelicano y col., 2003; Ashayerizadeh y
col., 2009; Afsharmanesh y Sadaghi, 2014; Mookiah y col., 2014; Zhang y Kim, 2014; Lei
y col., 2015), modulaciéon de la microflora intestinal, inhibicibn de patégenos, cambios
histologicos intestinales, inmunomodulacion, ciertos parametros hematobioquimicos,
mejorando caracteristicas sensoriales de la carne de pollo preparada y promoviendo la
calidad microbiologica de la carne de los pollos (Islam y col., 2004; Haghighi y col., 2006;
Khaksefidi y Ghoorchi, 2006; Chichlowski y col., 2007; Kabir, 2009; Javadi y col., 2012).

La modulacién del sistema inmunoldgico por los probiéticos es un beneficio potencial
importante que debe tenerse en cuenta en los sistemas de produccién. Las células
epiteliales en la mucosa gastrointestinal son la primera linea de defensa contra los
microorganismos en el TGI (Baumgart y Dignass, 2002; Peterson y Artis, 2014). Tiene una
funcibn de defensa combinada, que incorpora estructuras anatdmicas, secreciones
inmunoldgicas que consisten en moco, inmunoglobulinas, péptidos antimicrobianos y el
complejo de adhesién de la unién epitelial (Baumgart y Dignass, 2002; Ohland y
MacNaughton, 2010). Los probiéticos modulan estos componentes del sistema
inmunitario a nivel del TGI, protegiendo al huésped de los diferentes tipos de antigenos
patégenos. Tanto la inmunidad innata como la adaptativa se ven afectadas por los

probidticos.



Para la incorporacion de microorganismos probi6ticos en los productos para alimentacion

se debe evaluar cuidadosamente su eficacia y seguridad (Salminen y col., 1998).

La seguridad de los probidticos utilizados en la alimentacion animal se discute en términos
generales y no es especifica. Las reglamentaciones de los gobiernos difieren entre
paises, pero en la actualidad no se ha establecido a nivel internacional la situacién de los
probiéticos como componente de los alimentos. En su mayor parte, los probiéticos se
presentan en forma de alimentos y suplementos dietéticos, porque en su mayoria se
administran oralmente como alimentos. En el caso de los alimentos, los aditivos
alimentarios y los suplementos dietéticos soOlo pueden hacerse declaraciones de

propiedades saludables de caracter general (FAO 2016).

En general, para la evaluacion de los posibles riesgos asociados a la incorporacién de
microorganismos en la alimentacion animal éstos deben ser identificados a nivel de cepa.
La cepa particular del microorganismo no debe haberse asociado con ninguna infeccion
en humanos o animales; tampoco contener genes de resistencia a antibi6ticos
transferibles y se recomienda evaluar la capacidad de produccién de toxinas o de causar
hiperestimulacion del sistema inmunitario en el huésped. Segun Shanahan (2012) la
evaluacion de la seguridad y la informacion sobre una cepa probiética en particular no se
pueden generalizar a probidticos similares (incluso con una cepa diferente de la misma
especie), ya que cada probiodtico requiere una evaluacion de la seguridad y el riesgo
particular. Los efectos adversos y la gravedad de los efectos de un probiético podrian ser
especificos del contexto y depender de la susceptibilidad (inmunidad) y del estado
fisiologico del huésped (animal o humano). Por lo tanto, las cepas probidticas
consideradas seguras en ciertas condiciones pueden no ser seguras en otras

condiciones.

Saccharomyces cerevisiae RC016 y Lactobacillus rhamnosus RCO007 son
microorganismos con propiedades probidticos que han demostrado ser candidatos
prometedores para ser incluidos en la formulacién de aditivos para mejorar la sanidad y el

rendimiento de la produccién animal.



HIPOTESIS

“La aplicacion de levaduras y/o bacterias lacticas como aditivos alimentarios biol6gicos
(autoctonos, inocuos e innovadores), no ejercen efectos cito ni genotdxicos demostrando
su seguridad bioldgica y complementan la accion probiética y antimicotoxinas en un

mismo producto, in vivo.”

OBJETIVOS

1. Demostrar la seguridad biol6gica de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 a
través de ensayos de cito y genotoxicidad.

2. Evaluar la influencia de la mezcla de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007
sobre el sistema inmunoldgico en ratones BALB/c.

3. Demostrar mediante ensayos in vivo en pollos parrilleros, las propiedades probioticas y

antimicotoxina del aditivo alimentario biolégico en una formulacion simple y una mixta.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los microorganismos utilizados en este trabajo, S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus
RCO007, han demostrado ser candidatos prometedores para ser incluidos en la formulacion
de aditivos para mejorar la sanidad y el rendimiento de la produccion animal. Para
complementar estos resultados y obtener datos sobre la seguridad biologica de su uso
como probidticos antimicotoxinas, se evalué la cito y genotoxicidad de los mismos y su
efecto frente a parametros inmunolégicos. Ademas se evalu6 sus propiedades funcionales

(ya probadas in vitro) utilizando pollos parrilleros como modelo animal de produccién.

a) Estudios de seguridad biolégica (cito y genotoxicidad) de S. cerevisiae
RC016y L. rhamnosus RC007.

Ensayo de citotoxicidad in vitro en cultivos celulares.

La aprobacion de cepas probidticas para su uso en nutricibn animal requiere la
demostracion de la ausencia de citotoxicidad, por ejemplo mediante la evaluacién en
modelos celulares, como células Vero (Singh y col., 2018; Gaviria Rivera y col., 2000;

Fagerlund y col., 2010).

Este ensayo in vitro en células Vero proporciona una estimacion cuantitativa del namero
de células viables cuando se encuentra frente a un agente potencialmente tdxico
(Borenfreund y Puerner, 1985; Kim y col., 2009). Se basa en la capacidad del colorante
rojo neutro (colorante soluble y vital) para cruzar la membrana plasmatica e incorporarse
en lisosomas de células viables (Borenfreund y col., 1988; Triglia y col., 1991). En
condiciones normales, el lisosoma presenta un pH mas bajo que el del citoplasma; el
colorante atrapado por el lisosoma se carga y es incapaz de abandonar el interior del
organulo. Los lisosomas dafiados disminuyen la cantidad de colorante retenido por el
cultivo, por lo tanto, la integridad lisosomal es un indicador altamente sensible de la
viabilidad celular (Repetto y col.,, 2008). Desde su introduccién, este ensayo ha
demostrado ser técnicamente rapido, simple, barato, sensible y reproducible y es

ampliamente utilizado para demostrar toxicidad (Zhang y col., 1990; Figueir6 y col., 2016).

En las Tablas 19 y 20 se muestran los porcentajes de viabilidad del cultivo celular luego

de 24 h de exposicion a los microorganismos y sus sobrenadantes de cultivo.



Los productos que afirman efectos probidticos deben contener un nimero suficiente de
células viables, entre 10° - 10" UFC/g, para conferir eficacia (Champagne y col., 2011;
Simén y col.,, 2005). Los ensayos realizados en los capitulos previos utilizaron
concentraciones celulares de 10" - 10® UFC/mL, por lo tanto para demostrar la seguridad
de los mismos en este ensayo se probaron tres diluciones de los microorganismos entre

10" y 10° UFC/mL y las mismas diluciones se realizaron con los sobrenadantes.

La exposicion del cultivo celular a las tres diluciones probadas de la levadura mostré que
la viabilidad celular no se vio afectada, los porcentajes de viabilidad fueron similares a los
del tratamiento de control celular y no hubo diferencias significativas (p<0,0001) (Tabla
19). En cambio, con la BAL, los porcentajes de viabilidad fueron significativamente
menores (p<0,0001). La mezcla de los microorganismos (levadura: BAL, 1:1) mejord esos
porcentajes llegando al 91%. Inclusive los porcentajes de viabilidad fueron mayores con

menores concentraciones de la mezcla de levadura-BAL.

La disminucién que ocurre cuando solo esta presente la BAL podria deberse a la propia
produccion de &cido lactico que disminuye el pH, lo que se corroboré al ensayar distintas
diluciones de los sobrenadantes (Tabla 20), ya que la monocapa celular observada al
microscopio no presentaba desprendimiento y su morfologia permanecia normal,
comparada con los controles celulares. Al igual que el ensayo con los microorganismos la
viabilidad fue significativamente mejor al ensayar las concentraciones 10° y10° cél/mL
(p<0,0001).

Si bien en la literatura la metodologia de determinacion de citotoxicidad es muy variada,
en general se utiliza como un método de seleccidn de cepas probidticas. Chimchang y col.
(2016) seleccionaron BAL con propiedades probidticos y anticancerigenas, evaluando la
capacidad citotoxica de 1x10° cél/mL frente a células Vero y encontraron que algunas
cepas presentan mayor citotoxicidad en los factores solubles producidos en el
sobrenadante y no en el sedimento bacteriano en si, esto concuerda con nuestros
resultados. Otros autores, también utilizaron el ensayo de citotoxicidad para seleccionar
cepas probidticas con propiedades anticancer, evaluando el indice de citotoxicidad medio
(define el limite superior de la concentracion del extracto que no es téxico para la linea
celular) a partir de distintas concentraciones de los extractos celulares libres de

sobrenadante (Awaisheh y col., 2016).



Tabla 19. Porcentaje de viabilidad de células Vero enfrentadas a diferentes
concentraciones de S. cerevisiae RC016, L. rhamnosus RC0O07 y en mezcla.

Muestra o
. _ . % Viabilidad = D.E.
(microorganismo cél/mL)

S. cerevisiae RC016 (2,08x107) 63,24+0,11 b
S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) 90,54 + 0,12 a
S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) 92,38+0,06 a
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 3,70+0,01 e
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 17,47 + 0,07 d
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 34,88+0,04 c

S. cerevisiae RC016 (2,08x107) +
, 42,98 + 0,06 ¢

L. rhamnosus RC007 (8,33x10")

S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) +
] 91,21 + 0,04 a

L. rhamnosus RC007 (8,33x10°)

S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) +
89,33+0,12 a

L. rhamnosus RC007 (8,33x10°)

*Las letras diferentes en Tas columnas indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001).

D.E: desvio estandar.



Tabla 20. Porcentaje de viabilidad de células Vero enfrentadas a diferentes
concentraciones de sobrenadante de S. cerevisiae RC016, L. rhamnosus RCO07 y en

mezcla.

Sobrenadante % Viabilidad + D.E.

S. cerevisiae RC016 (2,08x107) 95,82+0,05a
S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) 93,74+ 0,10 a
S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) 92,85+0,07 a
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 4,05+0,00 b

L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 93,45+ 0,19 a
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 94,02+ 0,14 a
S. cerevisiae RC016 (2,08x107) + 118 +0.00 b

L. rhamnosus RC007 (8,33x10°)

S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) +
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 85,61+0,09a

S. cerevisiae RC016 (2,08x10°) +
L. rhamnosus RC007 (8,33x10°) 86,67 £ 0,20 a

*Las letras diferentes en Tas columnas indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001).

D.E: desvio estandar.



Ensayo de genotoxicidad a partir de médula 6sea de pollos parrilleros.

El ensayo de micronucleos es un método exitoso en la evaluacion del dafio cromosomico,
la genotoxicidad y la citotoxicidad (Escobar y col., 2015). La exposicion de las células a
sustancias genotéxicas dafa los fragmentos cromosémicos y conduce a la formacion de
micronucleos (MN). El recuento de MN a partir de médula 6sea proporciona una
evaluacion indirecta del dafio potencial de genotoxicidad a nivel cromosémico (Hao y col.,
2017; Luzhnay col., 2013; Lin y col., 2018).

El ensayo de micronucleos de médula dsea se aplicé para garantizar la seguridad de los
aspectos de genotoxicidad de las cepas probibticas para uso animal. Para ello, se evalué
la genotoxicidad del formulado mixto administrado a pollos parrilleros tanto para la mezcla
(1:1) del polvo liofilizado de ambas cepas (S. cerevisiae RC016, 10’ UFC/g y L.
rhamnosus RC007, 10° UFC/g al 0,1% (1g/kg, p/p) en el alimento balanceado. Se
contaron mil eritrocitos por animal/tratamiento/réplica para determinar el porcentaje de
eritrocitos normocromaticos micronucleados (%ENCMN) sobre el total de eritrocitos.
Ademas, se estudié la capacidad de estos microorganismos probidticos para reducir la

genotoxicidad causada por aflatoxina B;.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la administracion del formulado
mixto (T3) no presento diferencias significativas en el % ENCMN en comparacion con los

animales del tratamiento control (T1), demostrando la ausencia genotoxicidad (Tabla 21).

Como era de esperar, la administracion de las cepas probidtica en estudio no causoé
genotoxicidad, obteniendo tasas normales de ENCMN en animales alimentados con la

mezcla de levadura y BAL.

En esta tesis, la ausencia de citotoxicidad y genotoxicidad asociada con S. cerevisiae
RC016 y L. rhamnosus RCO007 es consistente con lo esperado para organismos
probidticos, asi como la ausencia de enfermedad, mortalidad y otros cambios en la salud
relacionados con la ingesta de estas cepas. Estos resultados se correlacionan con los
contenidos de Gonzalez Pereyra y col. (2014) quienes observaron la ausencia de

genotoxicidad en ratas Wistar alimentadas con S. cerevisiae RC016.



Tabla 21. Porcentaje de eritrocitos normocromaticos micronucleados (%ENCMN) en

pollos parrilleros alimentados con diferentes tratamientos experimentales.

Tratamientos %MNNCE # D.E.
T1 0,77 £0,49 ab
T2 1,27 +0,52 a
T3 0,42+0,15b
T4 0,63 +0,23 ab
T5 0,92+0,43 ab

*T1: control; T2: toxina; T3: formulado mixto; T4: toxina + formulado mixto y T5: comercial.
Las letras diferentes indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001).

D.E: desvio estandar.

Otros autores han demostrado la ausencia de genotoxicidad de diferentes lactobacilos en
ratas (Lin y col., 2018; Tseng y col., 2015). También estudios genotéxicos en animales
experimentales han probado diferentes mezclas probibticas, demostrando la ausencia de
genotoxicidad (Chiu y col., 2013).

En conclusion, la notable ausencia de citotoxicidad y genotoxicidad asociada con la
exposicion a S. cerevisiae RC016 y la capacidad de esta cepa para actuar como
probidtico y como secuestrante de AF es lo que la convierte en un candidato interesante
para la formulacion de un nuevo aditivo para mejorar el rendimiento de los animales. El
uso de aditivos basados en microorganismos benéficos en lugar de productos quimicos es
una opcidn mas segura y ecoldgica para aumentar la productividad animal con un impacto

ambiental minimo.



b) Disefio de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo simple

Los probiéticos son microorganismos vivos que producen beneficios para la salud del
huésped cuando se aplican en cantidades suficientes (FAO / OMS 2001; Alagawany y
col., 2018). Estos podrian utilizarse como aditivos para la alimentacion animal. Muchos
estudios estdn enfocados en la blusqueda de cepas de levadura con propiedades
probiéticas (Czerucka y col., 2007; Diaz-Vergara y col., 2017; Pizzolitto y col., 2012).
Ademas, las levaduras tienen un gran potencial para ser utilizadas como una herramienta
para resolver el problema de las micotoxinas en la alimentacién animal, especialmente los

alimentos a base de cereales.

En este trabajo se propuso realizar un ensayo in vivo en una especie animal de
produccion, para evaluar la exposicion de niveles de AFB; similar a una contaminacion
natural (50 ug/kg de AFB;) en la dieta de pollos parrilleros alimentados con un formulado
simple a base de S. cerevisiae RCO016 liofilizada y determinar su potencialidad para
reducir la micotoxicosis causada por AFB; al estudiar su influencia en la productividad

animal.

Las aflatoxinas son una preocupacion importante en la produccion de aves de corral. Su
toxicidad en los pollos de engorde ha sido ampliamente investigada por sus efectos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, y el impacto en el rendimiento del
crecimiento. Los efectos bioquimicos, hematolégicos, inmunolégicos y patolégicos de
AFB; también han sido descritos (Oguz y col., 2000; Sur y Celik, 2003). Las aflatoxinas
también pueden causar importantes cambios microscépicos en diferentes 6rganos, como
el higado, donde se puede observar hepatomegalia, palidez, degeneracion hidrépica y
grasa, hiperplasia del conducto biliar y fibrosis periportal (Ortatatli y Oguz, 2001, Magnoli y
col., 2017); también lesiones en rifion y bazo (Raju y Devegowda, 2000); deterioro de la
respuesta inmune humoral y celular; y el aumento de la susceptibilidad a algunos agentes

ambientales e infecciosos (Oguz y col., 2003).

Una de las estrategias de prevencidon mas eficaces contra las micotoxicosis en animales
es la suplementacién de la dieta con levaduras que reducen la biodisponibilidad de las
micotoxinas en el TGl y, por lo tanto, sus efectos adversos en la salud (Shetty y

Jespersen, 2006).

Los dos principales polisacaridos presentes en las paredes de S. cerevisiae son B-D-

glucanos y a-D-mananos. Ellos constituyen hasta el 90% del peso seco de la pared



celular y tienen notables propiedades para interactuar con el sistema inmune del huésped
y ademas constituyen una buena fuente de adsorbente de AFB; y ZEA (Shetty y
Jespersen, 2006; Kogan y Kocher, 2007).

Pardmetros productivos: ganancia de peso, indice de conversion y peso de la

carcasa.

Se conoce que los alimentos contaminados con micotoxinas conducen a sindromes de
toxicidad clinica que incluyen la morbilidad y la mortalidad de las aves de corral, la baja
eficiencia de produccion y los altos costos de la atencién veterinaria (Hussein y Brasel
2001; Bouhet y Oswald, 2007).

Las aves de corral son sensibles a la accion tdxica y carcinogénica de AFB;, lo que
genera grandes pérdidas econdmicas para los productores debido a la reduccion de la
tasa de crecimiento, mayor susceptibilidad a la enfermedad, reduccién de la produccion y

otros efectos adversos (Rawal y col., 2010).

La Tabla 22 muestra la ganancia de peso total de los pollos en los diferentes tratamientos
con levadura y AFB;. Se pudo observar que recién a los 21 dias del ensayo se registraron

diferencias significativas entre los diferentes tratamientos ensayados (p<0,0001).

Los animales del tratamiento control (T1) y aquellos tratados con la levadura sola (T2)
obtuvieron una mayor ganancia total de peso que aquellos animales alimentados con
AFB; (T3), mientras que aquellos alimentados con el desafio (AFB; + levadura, T4)
lograron ganancias de peso semejantes a los animales de los tratamientos control y

levadura.

En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos para el indice de conversién a partir
de los datos de consumo. La conversion alimenticia no se vio afectada por los
tratamientos dietéticos. Los niveles de contaminacion con AFB; utilizados en este ensayo
fueron similares a una contaminacién natural (50 ug/kg de AFB,), por lo que no hubo

diferencias con respecto a los tratamientos control (T1) y levadura (T2).



Tabla 22. Ganancia de peso total de los pollos en los diferentes tratamientos con levadura

y AFB;.

Tratamientos

Ganancia de peso diaria (kg)

Dias (Media + D.E.)

14

21

T1

0,046 +£ 0,003 e

0,267 + 0,029 d

0,610 +£0,043 c

1,312+ 0,030 a

T2

0,054 +£0,001 e

0,272 +0,015d

0,598 £ 0,022 c

1,288 + 0,071 a

T3

0,055+0,010 e

0,251 +0,021 d

0,517 £ 0,066 c

1,048 £ 0,039 b

T4

0,051 +0,015e

0,263 + 0,054 d

0,547 £ 0,055 ¢

1,188 + 0,147 a

*T1: control; T2: formulado simple (Saccharomyces cerevisiae RC016); T3: toxina; T4: formulado simple + toxina. Las letras diferentes

indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio estandar.



Tabla 23. indice de conversién de los pollos en los diferentes tratamientos con levadura y
AFB;.

Indice de conversion
Media (kg:kg) £ D.E.

Tratamientos

T1 1,37 +0,03
T2 1,41 +0,05
T3 1,38 + 0,08
T4 1,33+0,16

* T1: control; T2: formulado simple (Saccharomyces cerevisiae RC016); T3: toxina; T4: formulado simple + toxina. Las letras diferentes

indican diferencia significativa (p<0,1) segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD). D.E: desvio estandar.

En la Tabla 24 se detalla el rendimiento de carcasa para cada uno de los tratamientos. El
mayor rendimiento correspondi6é al tratamiento con levadura (893,8 g), seguido por el
tratamiento de levadura + toxina (793,43 g). La presencia de AFB; redujo
significativamente el rendimiento mientras que la presencia de levadura en la dieta en
desafio con AFB; (T4) permiti6 contrarrestar el efecto de la micotoxina, logrando un

rendimiento semejante al tratamiento control (p<0,01).

Tabla 24. Peso de las carcasas (g) de pollos gue recibieron diferentes dietas con levadura
y AFB;.

Carcasa
Media (g) £ D.E.

Tratamientos

T1 904,10 + 25,96 a
T2 893,80 £ 60,07 a
T3 690,43 £41,72 c
T4 793,43 +81,58 Db

* T17control, T2: formulado simple (Saccharomyces cerevisiae RC016); T3: toxina; T4: formulado simple + toxina. Las letras diferentes

indican diferencia significativa (p<0,01) segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD). D.E: desvio estandar.



La alimentacion es un componente importante, que afecta el rendimiento neto de las aves
de corral porque el costo de la alimentacién representa alrededor del 65 al 70% para la
produccion de pollos de engorde y es un factor importante que afecta el costo de
produccion (Srivastava y col., 2013).

Una de las principales preocupaciones de la industria avicola es la calidad alimentaria de
los productos finales, que esta estrictamente relacionada con la calidad de las materias
primas utilizadas para la formulacion de los alimentos. Considerando que mas del 70% de
los cultivos de cereales se utilizan en la produccion animal, cualquier factor que afecte la
calidad del alimento puede causar pérdidas significativas para los animales (Grenier y
Applegate, 2013), y puede afectar la calidad de los productos destinados para el consumo

humano.

La contaminacion de los ingredientes del alimento por diversas micotoxinas y sus efectos
en la salud y el rendimiento de los animales esta4 bien documentada y demuestran la
necesidad cada vez mayor de estrategias para mitigar los efectos adversos de las
micotoxinas (Aravind y col., 2003; Yegani y col., 2006; Chen y col., 2013; Patience y col.,
2014).Existen numerosos informes de que la contaminacién con AFB; transmitida por los
alimentos tiene un gran impacto negativo en la eficiencia de los alimentos, lo que reduce

significativamente la productividad en la industria avicola (Bertoluzzi y col., 2016).

La alimentacién con dietas de maiz contaminado disminuye el crecimiento y la ingesta de
alimento (He y col., 2013). En nuestro trabajo se tratd de simular una contaminacion
natural de la dieta (50 ug/kg de AFB;), lo que produjo una disminucion del crecimiento a
los 21 dias. Esto concuerda con lo reportado por otros autores, quienes informaron que la
ganancia de peso y la ingesta de alimento disminuyeron con los niveles crecientes de

maiz contaminado naturalmente (0, 50 y 100% maiz contaminado) (Feng y col., 2010).

Pandey y Chauhan, (2007) demostraron que la administraciéon de 2,5 mg/kg de AFB; en la
dieta de las aves de corral redujo significativamente la ingesta de alimento entre 9y 11%
en todos los grupos de edad (7-280 dias). Rauber y col. (2007) informaron reducciones
significativas en el consumo de alimento debido a las distintas concentraciones
ensayadas de AFB; en la dieta (100, 200, 500 y 1000 ppb). Otros autores encontraron que
AFB; redujo significativamente la ganancia de peso, el consumo de alimento y la tasa de
conversion alimenticia cuando se indujo aflatoxicosis experimental en pollos parrilleros

alimentandolos con 1,2 mg/kg durante 3 semanas (Pizzolitto y col., 2013).



Por el contrario, Magnoli y col. (2008) probaron niveles de AFB; entre 30 y 185 ug/kg en
pollos parrileros y no observaron diferencias significativas entre los tratamientos. En otro
trabajo, encontraron que estos parametros permanecen sin cambios cuando los niveles
de toxinas son relativamente bajos (50 pg/kg de AFB; en la dieta), al menos durante un
periodo de produccién de pollos de engorde de 46 dias (Magnoli y col., 2011).

Otro parametro de crecimiento afectado por las micotoxinas en este trabajo es el indice de
conversion, lo que concuerda con los hallazgos de Andretta y col. (2011) donde mostraron
gue éste indice se vio afectada por aflatoxinas, la principal micotoxina detectada en el
maiz utilizado para ese estudio. También, estudios reportados por Bortoluzzi y col. (2016)
informaron que la formulacién de alimento con maiz contaminado afecté el indice de

conversion a los 42 dias de edad.

Otro parametro productivo de gran importancia a nivel economico para el sistema de
produccion aviar es la obtencion de un alto rendimiento de carcasa, el cual en nuestro
trabajo se perjudicé por la presencia de AFB;. Magnoli y col. (2017) encontraron que los
pollos alimentados con la dieta contaminada con AFB; mostraron los valores mas bajos
de rendimiento de carcasa en comparacion con el grupo control, lo que se corresponde

con lo encontrado en nuestro trabajo.

Estos efectos negativos de la contaminacion por micotoxinas obligan a la industria
alimenticia a adoptar diferentes estrategias para mitigar estos efectos. Algunas especies
de levaduras pueden actuar como agentes de control biolégico que inhiben el crecimiento
de hongos productores de micotoxinas en los cultivos, asi como en los alimentos y los
piensos (Kabak y col., 2006; Palumbo y col., 2008). Ademas, las paredes celulares de
varias especies de levaduras son capaces de adsorber las micotoxinas de los productos
agricolas, descontaminandolas efectivamente (Caridi y col., 2007; McCormick, 2013). Las
levaduras probiéticas o los productos que contienen pared celular de levadura u otros
aditivos también se aplican para contrarrestar la micotoxicosis en el ganado (Pizzolitto y
col., 2012).

Tanto las células viables, las células no viables y los productos de la pared celular de las
levaduras probidticas con alta capacidad de adsorcion son capaces de reducir la
biodisponibilidad de las toxinas en los alimentos y piensos. Las especies de levadura son
muy diversas en la composicion de la pared celular y, como es logico, en la capacidad de
adsorcion. Se ha demostrado que los componentes de la pared celular de la levadura 8 -

D -glucanos, glucomananos y manano-oligosacéridos son los responsables de la



adsorcién de las micotoxinas (Yiannikouris y col., 2006; Raju y Devegowda, 2002; Oguz y
Parlat, 2005).

La inclusion de levaduras en la dieta o en los procedimientos de fermentacién del alimento
reduce los efectos nocivos de las micotoxinas en animales de granja al disminuir la
disponibilidad y la absorcion de la AF en el TGI (Slizewska y Smulikowska, 2011). Se
conoce que las cepas probitticas de S. cerevisiae se unen efectivamente a AFB;,
sobreviven las condiciones gastrointestinales e incluso mejoran la fermentacion ruminal

de la alimentacion (Pizzolitto y col., 2012; 2013; Bueno y col., 2007; Dogi y col., 2011).

En nuestro trabajo, la aplicacién en la dieta de los pollos parrilleros de un formulado
simple a base de S. cerevisiae RC016, permiti6 una ganancia de peso similar al
tratamiento control. Pizzolitto y col. (2013) evaluaron la incorporacion de una levadura, S.
cerevisiae CECT 1891, en el agua de bebida y no encontraron diferencias significativas en
los parametros productivos con respecto a los pollos alimentados con la dieta control,
indicando que el microorganismo era inerte y no toxico. Otros autores, mostraron que los
pollos alimentados durante 42 dias con S. cerevisiae al 1,5% tenian mayor ganancia de
peso corporal, ingesta de alimento y mejor relacién de conversion de alimento (Paryad y
Mahmoudi, 2008). Al igual que lo reportado por Ahmed y col. (2015) donde la
incorporacion de S. cerevisiae en la dieta al 1% aumenté significativamente la ganancia
de peso a las 6 semanas. Rezaeipour y col. (2012) informaron que la levadura ensayada

no tiene un efecto negativo en el rendimiento de crecimiento de los pollos de engorde.

En nuestro caso, cuando la levadura, S. cerevisiae RC016, se prob6 en desafio con AFB;
logré revertir los efectos negativos de esta micotoxina y recuperar los parametros
productivos al nivel del tratamiento control. Al igual que lo reportado por Magnoli y col.
(2017) donde la adicion de levadura Pichia kudriavzevii al 0,1% a las dietas contaminadas
con 100 ug/kg de AFB; mostré efectos de mejora en los parametros de produccion
evaluados. Pizzolitto y col. (2013) mostré que solo la presencia de S. cerevisiae CECT
1891 en el agua potable devolvi6 completamente los parametros de rendimiento de
crecimiento a valores normales, mostrando un efecto protector de la cepa de levadura
contra la aflatoxicosis. Al igual que lo informado por otros autores que han demostrado
gue la adicién de levaduras a la dieta contaminada con AFB; mejora la productividad de

los pollos de engorde (Celyk y col., 2003).

En cuanto al indice de conversién, si bien en nuestro trabajo no hubo diferencias entre los

tratamientos ensayados, con la incorporacion de la levadura se llegd a los rangos



esperados para este pardmetro dentro de los 21 dias ensayados. Kumar (2015) informo
un rango promedio de 1,757 a 1,945 hasta 6 semanas de edad probando diferentes
dietas. Pizzolitto y col. (2013) evaluaron la capacidad de la levadura S. cerevisiae CECT
1891 para contrarrestar los efectos nocivos de AFB; en pollos de engorde durante 3
semanas y encontraron que solo el tratamiento de las aves que fueron alimentadas con
dietas contaminadas con mayor concentracion de AFB; (1,2 mg/kg) afectaron
significativamente el indice de conversion en comparacion con los tratamientos control y
con levadura. Magnoli y col. (2017) encontraron que la suplementacion de la levadura
Pichia kudriavzevii en pollos alimentados con dietas que contenian niveles de
contaminacion natural de AFB; durante 21 dias, el indice de conversion alimenticia no
mostré diferencias significativas entre los tratamientos, al igual que lo encontrado en

nuestro estudio.

En nuestro trabajo la inclusién de la levadura contrarresto el efecto negativo de AFB, en
cuanto al rendimiento de la carcasa, pero no logro superar los valores de los tratamientos
control y levadura sola. Otros autores también encontraron aumentos en el rendimiento de
carcasa, en los pollos que recibieron suplementos de levadura y probidticos multi cepas
(Hussein y Selim, 2018) y la inclusion de 1,5 y 2% de S. cerevisiae que también mejoro

tanto las caracteristicas como el rendimientos de la carcasa (Paryad y Mahmoudi, 2008)

Vekiru y col. (2015) evaluaron una mayor concentracion de AFB; (2 mg/kg) para
garantizar pérdidas de rendimiento estadisticamente significativas de las aves, lo que
requirid un aumento en la concentracion de los productos adsorbentes (arcillas) mayores
al 0,5%.

Los pollos son la especie animal que menor susceptibilidad presenta a las aflatoxinas y en
este ensayo los niveles utilizados de AFB; fueron bajos intentando simular una
micotoxicosis cronica. Los parametros productivos ensayados (principalmente la ganancia
de peso y el peso de la carcasa) demostraron que el aditivo utilizado fue capaz de ejercer
un efecto protector frente al desafio de la micotoxicosis, la cual fue capaz de alterar
significativamente los parametros productivos estudiados a pesar de los bajos niveles de

micotoxina presentes en el alimento.

La informacién en la bibliografia en cuanto a la proporcion de levadura utilizada como
aditivo alimentario es muy variada, en nuestro trabajo la proporcion 0,1% no mostré

efectos negativos sobre los parametros productivos, pero no logré superar los valores del



tratamiento control, por lo que se podrian estar probando otras concentraciones o mejorar

el formulado con el agregado de algun otro microorganismo.

Peso de los diferentes érganos.

Los érganos linfoides son la base para lograr la funcién inmune. Estos 6rganos linfoides
primarios y secundarios a menudo se pesan como una medida de su papel critico en el

desarrollo y la funcién del sistema inmunoldgico (Kwak y col., 1999).

Las micotoxinas pueden afectar el peso relativo de los érganos linfoides, lo que lleva a un
efecto perjudicial sobre la respuesta inmune. Esta reduccion en el peso de los érganos

linfoides puede ser causada por necrosis 0 agotamiento celular (Hoerr y col., 1981).

En la Tabla 25 se muestra el peso de los diferentes érganos. No hubo diferencias
significativas en los diferentes tratamientos cuando se compararon los pesos de los
distintos drganos (bazo, timo y bursa de fabricius), sin embargo se observaron diferencias
significativas en el peso de los higados entre los tratamientos. Este resultado es
consistente con los encontrados por Santin y col. (2006), que evaluaron posibles
beneficios de agregar pared celular de levadura para prevenir los efectos de las
micotoxinas en pollos de engorde. En contraste, Mendieta y col. (2017) encontraron
diferencias significativas en el peso de los 6rganos linfoides en los tratamientos con
micotoxinas (350 pg/kg AFB., 350 pg/kg OTA y AFB; + OTA), aunque sin lograr revertir

esto con el tratamiento con pared celular de S. cerevisiae.

Otros autores, demostraron que la suplementacién con arginina, un aminoacido natural,
en la dieta de pollos de engorde (0,53% a 0,73%) aumentd significativamente el peso de

los 6rganos linfoides, demostrando su efecto protector frente a AFB; (Xu y col., 2018).

Esto pone en evidencia que las concentraciones de AFB; aqui ensayadas no fueron
suficientes como para producir efectos negativos significativos en el peso de estos

érganos.



Tabla 25. Peso de diferentes érganos (g) de pollos que recibieron diferentes dietas con

levadura y AFB;.
Higados Bazo Timo Bolsa de Fabricio
Tratamientos Q) Q) (9) )
Media + DE
T1 30,13+ 1,15a 0,93+0,25 6,87 +1,40 3,30 + 0,40
T2 26,90+1,18b 1,07+0,29 7,03+2,05 4,37 + 0,38
T3 2527+283¢c 1,20+0,43 5,63+0,40 3,73 £ 0,50
T4 28,47+219ab  1,03+0,47 7,10+2,82 4,20 +0,85

*T1: control; T2: formulado simple (Saccharomyces cerevisiae RC016); T3: toxina; T4: formulado simple + foxina. Las Ietras diferentes

indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio estandar.

Es importante destacar que los parametros productivos determinados en este ensayo se
vieron afectados significativamente por la presencia de la AFB;, mientras que la adicion
de levadura permiti6 contrarrestar este efecto negativo, logrando mejorar
significativamente los parametros productivos. Sin embargo, cuando se evalia el
tratamiento con levadura, no se observan diferencias significativas con respecto al control,

por lo que sélo tuvo efecto adsorbente y no probiético.



c) Estudios de la influencia de la mezcla de Saccharomyces cerevisiae RC016 y
Lactobacillus rhamnosus RCO007 sobre el sistema inmunolégico en ratones
BALB/c.

El uso de microorganismos probidticos para mejorar la salud humana y animal se ha
investigado desde hace muchos afios. Los estudios in vitro e in vivo con modelos
experimentales mostraron que la modulacion de la respuesta inmune del huésped es una
de las propiedades mas importantes atribuidas a los probitticos (Galdeano y col., 2007).
Teniendo en cuenta estas consideraciones y la importancia de mantener la salud animal
sin el uso de antibidticos; se evaluo el efecto de un formulado liquido mixto compuesto por
de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus RC007 mediante el analisis de citoquinas en los
fluidos intestinales de ratones BALB/c. Las citoquinas analizadas fueron IL-6, TNF-a e IL-
10 (Tabla 26). Los resultados obtenidos demostraron que no se obtuvieron diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos estudiados. Lo mismo ocurri6 con la

relacion entre las citoquinas anti y proinflamatorias en fluido intestinal (IL-10/TNF-a).

Tabla 26. Efecto de un formulado liquido mixto de S. cerevisiae RC016 y L. rhamnosus

RCO007 en la produccién de citoquinas en fluido intestinal de ratones BALBI/c.

S. cerevisiae RC016 +

Control
Citoquinas L. rhamnosus RC007
Media = D.E.
IL-6 3,10+2,17 a 3,26 £+ 0,84 a
TNF-a 8,25+ 3,68 a 10,44 + 3,04 a
IL-10 10,84 + 3,64 a 13,31+5,51a
IL-10/TNF-a 1,51 £0,64 a 1,26 +0,25a

% Las letras diferentes indican diferencias significativas, de acuerdo con el test LSD de Fisher (p<0.0001). D.E: desvio estandar.

En el presente estudio los animales no estuvieron expuestos a estimulos nocivos, como
microorganismos patdgenos o agentes causantes de inflamacion (quimicos o biolégicos)
gue permitieran evidenciar la modulacion del sistema inmune; la dosis diaria administrada

del formulado mixto por si solo, no produjo estimulacién inmunolégica. Dogi y col. (2016)



en estudios previos trabajando con la misma BAL utilizada en este trabajo de tesis (L.
rhamnosus RC007) en una formulacion simple evalu6 sus propiedades benéficas también
en en un modelo murino de inflamacion intestinal inducida por &cido sulfénico
trinitrobenceno (TNBS). En este trabajo, los animales que recibieron L. rhamnosus RC007
mantuvieron su sistema immune modulado disminuyendo la severidad de la inflamacién lo
cual se demostr6 a través del aumento significativo de las concentraciones de MCP-1; IL-
10 and TNF, y el radio entre las citoquinas pro y antiinflamatorias IL-10/TNFa en el fluido
intestinal. En otro trabajo realizado por Garcia y col. (2017) se evalué el efecto protector
de L. rhamnosus RCO007 en explantos de yeyuno utilizando como agente inductor de
inflamacién a una micotoxina que tiene su principal accion a nivel intestinal, el
deoxinivalenol (DON). En este estudio se midi6 la expresiébn de varios genes
proinflamatorios a través de gPCR y demostraron que L. rhamnosus fue capaz de
contrarrestar los efectos toxicos intestinales generados por el DON, ayudando a mantener

un tracto gastrointestinal saludable.

Del mismo modo que con la BAL, Garcia y col. (2018) demostraron la capacidad de la
misma levadura utilizada en este trabajo de tesis, S. cerevisiae RC016, para contrarrestar
la inflamacién intestinal en un modelo ex vivo, luego de las primer semana post- destete.
La estimulacion inmune fue ensayada a nivel intestinal midiendo los niveles de la IgA
ademas del perfil de citoquinas luminales y evaluando la actividad de los macréfagos
peritoneales. La administracién oral de S. cerevisiae RC016 no indujo la translocacion
microbiana al higado. Los ratones que recibieron levadura aumentaron la IgA y el nimero
de células caliciformes en sus intestinos, la actividad fagocitica de los macréfagos
peritoneales y disminuyeron los niveles de TNF-a en el intestino delgado con aumentos de
la proporcién de IL-10 / TNF-a. La administracion de S. cerevisiae RC016 provocé la
disminucion de una unidad logaritmica para los recuentos de Enterobacteriaceae en

comparacion con el control.

El efecto benéfico de los probidticos también se asocia con la regulacion negativa de la
respuesta inflamatoria excesiva; por lo tanto, es importante sefialar que la administracion
de S. cerevisiae RC016 + L. rhamnosus RC007 a ratones sanos no indujo aumentos de
las citoquinas proinflamatorias. La sobreproduccién de algunas citoquinas puede causar
una respuesta inflamatoria patolégica y también es deseable que la administracién de
probidticos pueda modular la produccién de esas citoquinas solo en condiciones

patologicas y no en condiciones normales (FAO, 2016).



La administracion de un formulado mixto en ratones sanos amplia el conocimiento acerca
de los efectos benéficos de utilizar estos microorganismos probidticos en mezcla para el

desarrollo de un aditivo alimentario para produccién animal.

En la selecciébn de un microorganismo probiético es necesario evaluar la seguridad de
cada cepa. En el presente trabajo se demostré que la administracion de S. cerevisiae
RCO016 + L. rhamnosus RC007 a ratones sanos no indujo efectos secundarios negativos.

Este resultado no descarta que el uso del aditivo mixto afecte significativa y positivamente

el peso corporal de animales luego de periodos mas extensos de administracion.

Para esto, finalmente se realiz6 un estudio in vivo en pollos parrilleros para demostrar la

seguridad y la aplicacion de la mezcla de estudio.



d) Disefio de estudio in vivo en pollos aplicando un aditivo mixto

Debido a la presencia de micotoxinas en los alimentos, hay un aumento en la demanda de
procedimientos practicos de descontaminacion. En 2009, se agregd un nuevo grupo
funcional en la categoria de aditivos tecnolégicos para piensos. Este grupo esta definido
por el Reglamento de la Comisién (CE) N° 386/2009 como «sustancias para reducir la
contaminacién de los piensos por micotoxinas: sustancias que pueden suprimir o reducir
la absorcion, promover la excrecion de micotoxinas o modificar su modo de accién» (EC,

2009). Estas sustancias se conocen como agentes desintoxicantes.

Los aditivos se agregan a la dieta de los animales (principalmente de cerdos, aves de
corral y ganado) con el fin de reducir la absorcion de micotoxinas del TGl y su distribucion
a la sangre y los érganos diana. Dependiendo de su modo de accién, actian ya sea
uniendo micotoxinas a su superficie (adsorcién), degradandolas o transformandolas en

metabolitos menos téxicos (biotransformacion), (Kolosova y Stroka, 2011).

Las aves de corral son extremadamente sensibles a los efectos toxicos de AFB; (Rawal y
col.,, 2010). Dado que la contaminacion de AFB; en la alimentacién es practicamente
inevitable (Coulombe y col., 2005), las estrategias dirigidas a reducir la toxicidad de AFB;
en aves de corral y en otros animales han sido objeto de numerosos estudios (Pizzolitto y
col.,, 2013; Chen y col., 2013; Magnoli y col., 2008; Hussein y Selim, 2018). Se han
evaluado varios productos en aves de corral para reducir los sintomas de la aflatoxicosis y
debido a su sensibilidad, son utilizadas como modelos para el descubrimiento de nuevas

estrategias para prevenir la absorcién de AFB; a nivel del TGI.

Saccharomyces cerevisiae RC016 y Lactobacillus rhamnosus RCO007 son cepas que
demostraron ser escalables industrialmente y que complementan la accion probibtica y
antimicotoxina, ademas de ser seguros para su uso como suplemento en alimentos para
animales, que pueden ejercer efectos beneficiosos para mejorar la sanidad y la

productividad animal (Fochesato y col., 2018; 2019).

La aplicacion final de este formulado mixto en una especie animal de produccion se logré
llevar a cabo en un ensayo in vivo con pollos parrilleros, los cuales fueron alimentados
con dietas experimentales, para evaluar su inocuidad para las aves y la potencialidad

probidtica y antimicotoxina de esta mezcla de microorganismos en desafio con AFB;.



Los 5 tratamientos propuestos incluyeron dietas control (T1), dietas con el formulado
mixto (T3), dietas contaminadas experimentalmente con AFB; (T2) y en mezcla con el
formulado mixto (T4) y una dieta comercial que posee aditivos adsorbentes y antibioticos
promotores del crecimiento (T5).

Entre los factores que pueden influir en la respuesta a las micotoxinas, uno de los mas
importantes es el sexo. Tradicionalmente, los machos se utilizan preferentemente en la
investigacion, ya que son mas sensibles a las micotoxinas y su respuesta no depende de
los niveles hormonales, por lo tanto, es menos variable. Sin embargo, las diferencias
intrinsecas y hormonales entre los sexos hacen que los resultados obtenidos en los
machos a menudo no sean directamente transferibles a las hembras. Esto se debe
principalmente a las diferencias en los niveles hormonales y las diferencias en
farmacocinética y farmacodinamica, aunque también parecen estar involucrados otros
factores, como la influencia de las hormonas en la expresion de las enzimas
desintoxicantes hepaticas o las diferencias intrinsecas en la composicién y estructura

celular (Mennecozzi y col., 2015; Waxman y Holloway, 2009; Shah y col., 2013).



Pardmetros productivos: ganancia de peso, indice de conversion y rendimiento de

carcasa.

La determinacién de los parametros productivos constituyen los indicadores técnicos para
medir la eficiencia de crecimiento de los pollos.

En este experimento se monitorearon diariamente los signos de mortalidad y el estado de
salud de los animales. Se registraron semanalmente los paradmetros productivos como

peso, consumo e indice de conversion alimenticia, en cada grupo de tratamiento.

A nivel de los parametros productivos, los datos de los machos y de las hembras fueron
procesados por separado, obteniendo mayor ganancia de peso las hembras en
comparacion con los machos, ademas el consumo de alimento (p<0,05) y el indice de
conversién en las hembras no mostraron diferencias significativas entre los distintos
tratamientos ensayados (datos no mostrados). Trabajos realizados por Novel y col.,
(2009) donde determinaron el efecto de diferentes regimenes de restriccion de
alimentacion durante la etapa inicial (14-21 dias) sobre la productividad y las
caracteristicas de la carcasa de pollos machos y hembras, encontraron que los pollos
machos obtuvieron mayores pesos que las hembras a los 42 dias de edad, que podrian
explicarse en términos de mayor ingesta, tasa de crecimiento y mejor relacion de
conversion alimenticia. Ademas, los pollos machos tenian intestinos mas largos. Contrario
a lo que obtuvimos en nuestro trabajo debido probablemente a que los machos son mas
sensibles que las hembras a AFB;, predisponiéndolos metabdlicamente en desventaja.
Esto concuerda con Pandey y Chauhan (2007) quienes realizaron un experimento sélo en
pollos hembras para evaluar el efecto de AFB; en el aumento de peso, ingesta de
alimento, relacion de ganancia de alimento, edad en la madurez sexual, produccion y
calidad de huevos, retencién de nutrientes, estudios patoanatdbmicos y parametros
histopatoldgicos y también residuos de AFB; en huevos y musculos, encontrando que
estos parametros fueron significativamente menores en todos los grupos alimentados con
AFB; en comparacion con el control, pero no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos con toxina trabajando con hembras. Por esta razén, los datos mostrados a

continuacion corresponden solo a pollos machos.

La ganancia de peso total para cada uno de los tratamientos ensayados se muestra en la
Tabla 27.



Al comienzo del experimento se pesaron todos los pollos y fueron distribuidos en lotes de
promedio y varianza homogénea (x10%), con un peso inicial promedio de 0,084 + 0,02 kg.
Para identificar cada animal al momento del pesaje se tifieron las patas con colores

diferenciales utilizando colorantes de grado alimenticio.

La ganancia de peso en los pollos alimentados con el tratamiento comercial (T5) o con el
formulado mixto (T3) fue significativamente mayor que los pollos que recibieron la dieta
control (T1). Los pollos que recibieron sélo AFB; en su dieta (T2) redujeron
significativamente su ganancia de peso (25%), mientras que los que recibieron la toxina y
el formulado mixto (T4) lograron aumentar la ganancia de peso en un 7,5% con respecto
al tratamiento comercial (T5) que contiene antibiéticos y promotores de crecimiento. He y
col. (2013) determinaron los efectos de una suplementacion combinada de vitamina E y
levadura de selenio sobre el rendimiento de crecimiento en aves de corral alimentadas
con dietas que contenian maiz naturalmente contaminado con una variedad de
micotoxinas, principalmente AFB;, y lograron contrarrestar parcialmente los efectos
negativos de AFB; sobre el crecimiento. Estos resultados se correlacionan con los
obtenidos en nuestro experimento, y nos permite inferir que el agregado de aditivos a
base de levadura y BAL en a la alimentacién animal le proporciona mayor proteccion
frente a la contaminacibn con micotoxinas, y que ademas aportan caracteristicas

benéficas como probidticos.



Tabla 27. Ganancia de peso total (kg) de los pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

Ganancia de peso total
Media (kg) = D.E

Tratamientos

0-7* 17%* D4k DGk rrk
T1 0,133+0,02a 0,543+0,06 ab 0,894+0,11ab 1,182+0,15ab 1,591+0,15b
T2 0,128 +0,02a 0445+0,11a 0,833+0,18a 1,083+0,23a 1,410+0,27a
T3 0,176 +0,03b 0,618+0,08b 1,008+0,11ab 1,324+0,13b 1,580+0,15b
T4 0,164 + 0,02 ab 0,600 +0,06 ab 1,009 +0,07ab 1,317+0,12b 1,737 0,11 bc
T5 0,177+0,04b 0,633+0,08b 1,085+0,10b 1,387+0,12b 1,882+0,15c

comercial. Las letras diferentes indican diferencia significativa segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD).

* p=0,0095; ** p= 0,0021; **p= 0,0094; ***p= 0,0143; ****p= 0,1. La estadistica debe ser leida en forma vertical para cada dia de ensayo

seleccionado.

El indice de conversién es un valor que expresa los kg de alimento necesarios para
producir 1 kg de peso vivo. En la Tabla 29 se muestran los resultados obtenidos a partir
de los datos de consumo de alimento (Tabla 28) en los que se puede observar que los
tratamientos con mejor indice de conversién fueron el comercial (T5), el formulado mixto
(T3) e inclusive el tratamiento de toxina mas el formulado mixto (T4), es decir en estos
casos se requiri6 menor cantidad de alimento para la produccion de un kilo de peso vivo,
con respecto al control (T1). En el tratamiento 2, todos los parametros productivos
probados en este ensayo se vieron afectados significativamente por la presencia de AFB;.
Contrario a esto, Magnoli y col. (2011) realizaron un ensayo in vivo con pollos parrilleros al
gue le administraron monensina y bentonita de sodio frente a una dieta contaminada
naturalmente con AFB;, donde los parametros productivos no mostraron diferencias

significativas.



Tabla 28. Consumo diario de los pollos parrilleros en los distintos tratamientos.

Consumo de alimento (kg)

Tratamientos Media =+ D.E

7 17 24 28 34

T1 0,83+0,13a 3,49+0,06b 4,29+0,07a 3,74+0,21b 3,07+0,16¢C

T2 0,80+0,07a 2,73+0,2a 4,1+0,13a 3,15+0,35a 2,42+0,07a

T3 0,99 +0,03ab 3,28+0,0/b 4,2+0,23a 3,50+0,17ab 2,86 +0,21 bc

T4 0,95+0,04ab 3,18+0,14b 4,2+0,15a 3,44+0,13ab 2,66 +0,08 ab

T5 1,03+0,04b 3,26+0,09b 433+0,34a 3,95+0,02b 3,02+0,09c

*T1: control; T2: toxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto +

toxina; T5: comercial. Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0,01) segln el test de la minima diferencia significativa de Fisher

(LSD). La estadistica debe ser leida en forma vertical para cada dia de ensayo seleccionado.

Tabla 29. indice de conversién por dia de los pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

indice de conversion (kg / kg)

Tratamientos Media:1 + D.E

7* 17** 24*** 28**** 34****

T1 1,22+0,15¢c 1,60+0,15ab 1,94+0,21ab 2,12+0,23ab 1,96 0,14 a

T2 1,30+0,27d 181+048b 207+051b 222+0,43b 2,06+0,28b

T3 1,15+0,21a 1,40+0,18a 1,69+0,18a 1,82+0,16a 1,89+0,19a

T4 1,18+0,16b 1,39+0,12a 166+0,11a 1,80+0,13a 1,67+0,10a

T5 1,22+0,29c 1,38+0,20a 1,60+0,20a 1,83*0,19a 1,67*0,14a

*T1: control, T2: toxina, T3: formulado mixio (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto +

toxina; T5: comercial. Las letras diferentes indican diferencia significativa segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD). *
p=0,8108; ** p= 0,0334; ***p= 0,0256; ****p= 0,0165; *****p= 0,05. La estadistica debe ser leida en forma vertical para cada dia de ensayo

seleccionado.

En la Tabla 30 se detalla el rendimiento de carcasa para cada uno de los tratamientos
ensayados. El mayor rendimiento correspondi6 al tratamiento con el formulado mixto (T3),

seguido por el tratamiento comercial (T5) y la combinacion de toxina y formulado mixto



(T4) que logré contrarrestar el efecto de la micotoxina. La presencia de AFB; (T2) redujo

significativamente el rendimiento.

La obtencién de un alto rendimiento de carcasa en el tratamiento con formulado mixto, es

de gran importancia a nivel econémico para el sistema de produccion aviar.

Resultados similares al presente trabajo fueron observados por Bortoluzzi y col. (2016)
donde probaron un aditivo alimentario combinando un adsorbente (glucomanano derivado
de levadura) y un antioxidante (a base de algas) en pollos parrilleros alimentados con
maiz naturalmente contaminado. En este caso el rendimiento de la carcasa disminuy6 en
los pollos alimentados con maiz naturalmente contaminado y se observdé un mejor
rendimiento en los pollos alimentados con dietas suplementadas con el aditivo combinado

(adsorbente y antioxidante).

Otros autores encontraron que el rendimiento de la carcasa comercial en el dia 42 se
increment6 simultaneamente con una mayor tasa de crecimiento y una mayor eficiencia
en el uso de alimento con el uso del probiético comercial Anta Pro EF que contiene E.
faecium DSM 10663 NCIMB 10415 (en agua potable) y Super-CyC, una mezcla de la
bacteria formadora de esporas B. subtilis y una levadura S. cerevisiae KCTC 7193 (en
alimento) (Abdel-Rahman y col., 2013). Anta Pro EF (E. faecium) en agua potable a razén
de 2 g por 100 aves por dia aumentd el peso de las carcasas listas para cocinar y el
aumento de peso corporal total en el dia 42 (Abdel-Rahman y col., 2013). En contraste,
Afsharmanesh y Sadaghi (2014) no encontraron diferencias en el rendimiento de la
carcasa, la tasa de crecimiento y la eficiencia de uso de alimento de las aves en el dia 42

tratadas con un probiético comercial (GalliPro) que contenia B. subtilis.



Tabla 30. Porcentaje en peso de las carcasas (g) de los pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

Carcasa (%)
Tratamientos

Media + D.E
T1 66,53 + 1,98 ab
T2 63,99 + 3,96 a
T3 7160+2,73 ¢
T4 68,12 + 0,86 abc
T5 68,87 £ 10,48 bc

*T1: control; T2: foxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus thamnosus RC007); T4: formulado mixto +
toxina; T5: comercial. Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0,1743) segln el test de la minima diferencia significativa de
Fisher (LSD).

Parametros bioquimicos.

Para evaluar la salud general de los pollos parrilleros alimentados con los distintos
tratamientos se realiz6 un examen de sangre el dia previo al sacrificio (34 dias de edad).
En el suero se determind la concentracién de proteinas totales y albamina, se calcul6 la
fraccion total de globulina y la relacién Albumina/Globulina (Tabla 31). También se
determinaron los niveles de diferentes enzimas: aspartato aminotransferasa (AST),
alanino aminotransferasa (ALT), gamma glutamiltransferasa (GGT) vy lactato
deshidrogenasa (LDH) (Tabla 32).

Comparado con el tratamiento control (T1), el tratamiento con toxina (T2), disminuyé el
nivel de proteinas totales, pero no fue asi con el tratamiento 3 y 5. Esta determinacion se
utiliza para evaluar el estado nutricional, que puede estar disminuido en casos de

gastroenteropatias (por pérdida) y malnutricion (Hasan y col., 2015).

El higado tiene un papel esencial en el metabolismo de los nutrientes, en la
desintoxicacion y excrecion de metabolitos hidréfobos y xenobidticos, en la sintesis de la
mayoria de las proteinas plasmaticas y en la digestion a través de la sintesis, la secrecion
y la conservacion de los 4cidos biliares que son esenciales para la absorcion intestinal de

grasas Yy lipidos, incluidas las vitaminas liposolubles. Por lo que la presencia de



enfermedad hepética a menudo se reconoce en base a actividades séricas elevadas de
enzimas de origen hepatico, (AST, ALT, LDH y GGT) (Tennant y Center, 2008; Gowda y
col., 2009). Al encontrar los valores normales frente a los tratamientos realizados, se pudo

concluir que los pollos no presentaron ningun tipo de patologia o efecto sistémico que

pudiera evidenciarse en el suero. La administracién con probiéticos en el presente ensayo

demostré su inocuidad para las aves.

Tabla 31. Parametros bioquimicos a partir de sueros de pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

PT (g/dL) ALB (g/dL) GLOB ALB/GLOB
Tratamientos
Media = D.E.
T1 1,10 + 0,44 ab 1,0+02a 0,1223 8,00
T2 0,96 +0,10 a 1,1+0,2 ab 0,0266 35,14
T3 1,39 + 0,44 b 1,3+0,3b 0,0463 28,96
T4 1,14+034ab 1,1+0,2ab 0,0488 22,39
T5 0,99 + 0,27 ab 1,3+0,4b 0,0543 17,22

* TT: control; T2 toxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RCO007); T4: formulado mixio +

toxina; T5: comercial. PT: proteinas totales; ALB: albimina; GLOB: globulina; ALB/GLOB: relacién albimina/globulina. Las letras diferentes

indican diferencia significativa (p<0,11) segun el test de la minima diferencia significativa de Fisher (LSD).



Tabla 32. Pardmetros bioquimicos

tratamientos.

a partir de sueros de pollos parrilleros en los distintos

ALT AST LDH GGT
Tratamientos
Media (U/l) £ D.E.
T1 1,27 +0,03 1,3+0,18 1,93 +2,03 0,14 + 0,07
T2 1,43 + 0,20 1,25 + 0,05 1,25+ 0,51 0,15 + 0,06
T3 1,47 + 0,20 1,40 + 0,18 0,89 + 0,39 0,13 + 0,05
T4 1,43 +0,15 1,32 +0,13 1,27 +0,28 0,11 + 0,06
T5 1,35 +0,13 1,26 + 0,03 259+2,71 0,09 + 0,05

*TT: control; T2: toxina; T3: formulado mixio (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto +
toxina; T5: comercial. AST: aspartatoaminotransferasa; ALT: alanino-aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa y GGT: gamma-

glutamiltransferasa.

Pizzolitto y col. (2013) coinciden con nuestros resultados demostrando que los parametros
bioquimicos serolégicos estudiados fueron mejorados por la aplicacion de S. cerevisiae
CECT 1891 a dosis de 5 x 10°cél/L agregados en el agua de bebida destinada a animales
alimentados con una dieta conteniendo 1,2 mg AFBikg. Ademas, la AFB; redujo
significativamente la ganancia de peso, la ingesta del alimento y la tasa de conversion
alimenticia, aumentando el dafio hepatico. La adiciéon de la cepa de S. cerevisiae al agua
potable, a las dietas contaminadas con AFB;, mostr6 un efecto de proteccién positivo

sobre el peso relativo del higado, la histopatologia y los parametros bioquimicos.

Peso relativo de los 6rganos inmunes como marcador de inocuidad para los

probidticos.

Las bacterias probitticas, especialmente las BAL y los productos de la fermentacion,
originan cambios en la poblaciéon microbiana intestinal y a su vez, estimulan el sistema
inmune (Higgins y col.,, 2007). Estos estimulos de tipo inmunol6gico pueden verse
reflejados en el aumento del peso de 6rganos relacionados con el sistema inmune. Por lo
tanto se evalud el peso de la bolsa de Fabricio, del timo y del bazo. Los datos obtenidos
se presentan en la Tabla 33. Estos érganos son tejidos linfoides primarios (bolsa de

Fabricio y timo) y secundarios (bazo) (Olah y col., 2013), representan un marcador de



inocuidad de los microorganismos usados; en el presente ensayo no se observaron
diferencias significativas entre los diferentes tratamientos analizados (p<0,01), ya que no
generaron un estimulo inmunolégico que se vea representado en el aumento de peso de
dichos oOrganos. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Salarmoini y
Fooladi (2010) quienes administraron Lactobacillus acidophilus (2x10° UFC/g) a pollos

parrilleros durante 3 semanas y no presentaron aumentos de estos 6rganos.

En el caso del tratamiento con toxina puede observarse que el peso relativo de los
organos fue menor que en el grupo control, lo que estuvo de acuerdo con investigaciones
de Chen y col., (2013) y Manafi y col., (2012), donde la presencia de AFB; resulté en la
disminucion del peso relativo de estos oOrganos y ademas redujo su funcionalidad

deprimiendo el desarrollo e induciendo lesiones patol6gicas en los mismos.



Tabla 33. Porcentaje en peso de los 6rganos inmunes de pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

Bazo Timo BOISQ gle
. Fabricio
Tratamientos
Media (%) £ D.E.
T1 0,099 + 0,036 0,353 + 0,147 0,236 + 0,066
T2 0,082 + 0,017 0,339 + 0,256 0,160 + 0,049
T3 0,090 + 0,025 0,418 + 0,177 0,234 + 0,096
T4 0,088 £ 0,026 0,433 + 0,096 0,257 + 0,084
T5 0,101 £ 0,024 0,426 + 0,149 0,255 + 0,089

%1 1: control; T2: toxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto +

toxina; T5: comercial.

Peso del higado y andlisis de lesiones macroscoépicas.

El higado es el principal érgano para AFB; (Dafalla y col., 1987; Ortatatli y col., 2005), por
lo gque en este estudio se examinaron los higados de los pollos para detectar cambios
patolégicos. En la tabla 34 se observan los pesos relativos de los higados de los distintos
tratamientos, donde puede observarse un aumento significativo (p<0,0131) en el
tratamiento con AFB;, en comparacion con el resto de los tratamientos. La adicion de la
mezcla de microorganismos a la dieta con toxina disminuyd el efecto téxico de AFB; sobre

el peso relativo de los higados.

La Figura 19 muestra las apariencias macroscopicas de los higados de pollos que se
habian alimentado con las diferentes dietas experimentales. Los higados de los pollos del
tratamiento que contenia AFB; en el alimento eran friables y de apariencia palida (Figura
19 T2) mientras que los higados de los pollos del resto de los tratamientos tenian una

apariencia normal (Figura 19 T1, T3, T4 y T5).



Tabla 34. Porcentaje de peso relativo de los higados de pollos parrilleros en los distintos

tratamientos.

Peso relativo

Tratamientos Media (%) + D.E.

T1 1,977 +£0,129 a
T2 2,423 0,520 b
T3 1,847 £ 0,092 a
T4 1,991 + 0,151 ab
T5 1,982 + 0,227 a

*T1: control; T2: foxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus thamnosus RC007); T4: formulado mixto +
toxina; T5: comercial. Las letras diferentes indican diferencia significativa (p<0,0131) segun el test de la minima diferencia significativa de
Fisher (LSD).

El higado es el principal érgano de desintoxicacién de AFB; y el principal érgano diana
(Miazzo y col., 2005). En nuestro estudio, se observé un aumento pronunciado en el peso
del higado en pollos tratados con AFB;. A partir del examen macroscopico del higado, se
puede estar produciendo un efecto beneficioso de la utilizacion de S. cerevisiae RC016 y
L. rhamnosus RC007 porgue se puede apreciar un color pardo ligeramente mas oscuro

(Figura 12 T3 y T4), lo que sugiere un efecto protector contra la aflatoxicosis.



Figura 19. Higados representativos de pollos parrilleros en los distintos tratamientos. T1: control;
T2: toxina; T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus

RCO007); T4: formulado mixto + toxina; T5: comercial.

En relaciébn con los cambios macroscépicos del higado (Figura 19), en T1, T3 y T5
(considerados higados normales) se observé una congestién sinusoidal leve, presentando
bordes lobulares mas agudos en T1 y T5 y bordes lobulares mas redondeados en T3; Se
observaron bordes capsulares hepaticos agudos en T2. El tratamiento 4 (T4) es similar al
T1. En relacion con el color, se observd una coloracibn mas clara en los higados de los
animales alimentados con una dieta contaminada con AFB; (T2) y (T4) en comparacién
con los controles (T1, T3y T5). La dieta que solo contenia levadura mostré el mismo color

gue el control, mientras que la que contenia la combinacién de toxina y levadura mostré



una mejora en el color que demostro el efecto preventivo de la levadura en presencia de

la toxina.

Histopatologia de los higados.

La Figura 20 muestra las microfotografias de los higados tefiidos con hematoxilina y
eosina. En T1 y en T4, el aspecto lobular (hepético) periférico se observa levemente
vacuolar (degeneracion hidrépica). El higado de T1 (control) muestra un tono rosado
uniforme en todo el cuerpo e hiperplasia de los conductos biliares. Los hepatocitos (de
cuatro secciones histopatoldgicas contiguas) muestran un citoplasma vacio con nucleos
basotfilos y contraidos de diferente diametro. El espacio interlobular muestra 2-3
conductos biliares en el espacio portal y vasos sin sangre. Podria considerarse un cuadro
tipico de micotoxicosis cronica (estos animales recibieron una dieta naturalmente
contaminada) (Figura 20, T1 y T5). Los higados de la dieta que contienen el formulado
mixto (S. cerevisiae RC016 + L. rhamnosus RC007) mostraron hepatocitos con ligera
degeneracién hidrépica (vacuolar), considerada una apariencia microscépica normal
(Figura 20, T3) (la levadura se agregd a una dieta contaminada naturalmente). En el nivel
intersticial lobular periférico, se ven dos conductos biliares y la vena interlobular. En la
Figura 20 (T2) se muestra el higado de los pollos alimentados con la dieta contaminada
con AFB;, éstos presentan una ligera degeneracidbn grasa microvacuolar de los
hepatocitos. El corte coronal lobular de hepatocitos presenta pocos espacios sinusoidales
y escasa congestion. Los ndcleos son de tamafio y forma regulares. La Figura 20, T4
muestra higados de pollos alimentados con la dieta contaminada con AFB; + el formulado
mixto donde puede observarse un aspecto normal y no hubo proliferacion de los
conductos biliares. No se observd degeneracion grasa microvacuolar, lo que demostro el

efecto protector de la mezcla de probiéticos en la aflatoxicosis hepatica.

Los resultados obtenidos en este ensayo permitieron demostrar que las alteraciones
macroscopicas y microscopicas de los higados en presencia de AFB; pudieron ser
prevenidos por la adicién del formulado mixto. La ligera degeneracion hidrépica mostrada
en T3 se debi6 a que el formulado mixto se agregé a una dieta naturalmente
contaminada. La histopatologia de los higados de los pollos alimentados con AFB; mostrd
una proliferacion del conducto biliar y degeneracion hepatocelular como patrén tipico de
aflatoxicosis (T2). Nuestros resultados coinciden parcialmente con Magnoli y col. (2011)

quienes utilizaron un adsorbente comercial de bentonita de sodio (no biolégico) para



prevenir el efecto de la 50 pg de AFB./kg de alimento, en cuyo tratamiento todos los
higados mostraron alteraciones histopatoldgicas. Otros autores, suplementaron con 4 mg
AFBy/kg la dieta de pollos de engorde y ademas incluyeron en el agua de bebida una
mezcla de protexina (probiético) e inulina (prebiético), donde los hallazgos patolégicos
revelaron que el higado presenté cambios degenerativos y necréticos (80%) debido a la
aflatoxicosis y que la adicion simultainea de ambos protexina e inulina (simbi6ticos)
lograron aliviar estas lesiones asociadas a las AFs logrando llevar los valores cercanos a

los niveles del control (Hashem y Mohamed 2009).
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Figura 20. Histopatologia de los higados de pollos parrilleros sometidos a diferentes tratamientos.
a) T1: control; b) T2: toxina; ¢) T3: formulado mixto (Saccharomyces cerevisiae RC016 +
Lactobacillus rhamnosus RC007); d) T4: formulado mixto + toxina; e) T5: comercial. Aumento 40X.
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Analisis histologico del intestino delgado de pollos alimentados con aflatoxina B; y
el formulado mixto de probidticos.

La conversion y la absorcion de los alimentos tienen lugar principalmente en el TGI. El
suministro normal de nutrientes se produce debido a diferentes factores, incluidos las
superficies de absorcion, los microorganismos residentes y los procesos fisiol6gicos
derivados del huésped (Yunus y col.,, 2011). Por otro lado, la mucosa intestinal esta
continuamente expuesta a una serie de antigenos, especialmente los antigenos
bacterianos. Las células epiteliales intestinales (CEI) actian como un sistema de defensa
entre la luz intestinal y la lamina propia (de Kivit y col., 2014). La estructura y funcién
completas de las CEIl, que poseen células de unidn estrecha y células caliciformes que
producen moco, evitan que los antigenos luminales se trasladen al tejido subepitelial. La
literatura relacionada con la inmunotoxicidad de la AFB; en el intestino es escasa y
controvertida en cuanto a los efectos de la AFB; en la morfologia e histopatologia del

intestino.

En esta tesis se realizd el estudio de los dafios histolégicos en el intestino delgado
causados por la incorporaciéon dietaria de AFB; a través de la tincion de hematoxilina-
eosina y andlisis microscépico de los mismos. La extension del dafio y la inflamacion del
intestino se evaluaron mediante un sistema de clasificacién histopatoldgica estandar. La
Figura 21 muestra las microfotografias representativas del intestino delgado de cada
grupo de tratamientos a 2,5x, 10x y 40x. Los tratamientos T1, T3, T4 y T5 presentaron
grado 0 de acuerdo a la denominacion establecida por Del Carmen y col. (2013); mientras
gue el T2 con micotoxina present6 un grado 1 con engrosamiento de la submucosa del
intestino delgado. Los pollos que recibieron el formulado mixto demostraron una mejora
en los parametros productivos analizados. Este hallazgo se relacioné con menores dafios
histol6gicos en el intestino delgado de pollos del T4 (formulado mixto + AFB;) en
comparacion con el T2. El engrosamiento de la submucosa del tratamiento con AFB;
presentd una proliferacion de las glandulas de Briinner (indicadas con | en la Figura 21
T2 40x) las cuales constituyen acinos glandulares secretores de mucina y estan situadas
en la capa mucosa profunda y submucosa del duodeno, secretan mucus, pepsinégeno y
urogastrona en respuesta a la estimulacion acida. Su secrecion viscosa y alcalina, protege
la mucosa intestinal del contenido gastrico y proporciona un medio adecuado para la

actividad de las enzimas pancreaticas (Engelhart y Breves, 2005). Probablemente la



proliferacion de estas glandulas se estimule en el tratamiento con AFB; como una
respuesta de defensa frente a la presencia de la micotoxina a fin de proteger la funcion de

las enzimas intestinales.
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Figura 21. Microfotografias representativas del intestino delgado de cada grupo de tratamientos. T1: control; T2: toxina; T3: formulado mixto
(Saccharomyces cerevisiae RC016 + Lactobacillus rhamnosus RC007); T4: formulado mixto + toxina; T5: comercial. | Indica la presencia de

glandulas Brinner. Aumento 500x y 1000x.
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CONCLUSIONES PARCIALES

El formulado mixto de S. cerevisiae RC016 + L. rhamnosus RC007 en las concentraciones
10° y 10° cél/ mL y sus extractos no demostraron toxicidad en células Vero.

La genotoxicidad causada por AFB; en la dieta fue prevenida por la administracion del
formulado mixto. Ademas, este formulado demostr6 su inocuidad ya que no presento
signos de genotoxicidad al ser administrado a la dieta de pollos parrilleros.

La administracion del formulado mixto en ratones BALB/c sanos no produjo
sobreestimulacién del sistema inmune manteniendoo la normalidad de los parametros
inmunoldgicos determinados.

En el ensayo in vivo en pollos parrilleros, tanto los formulados simples como el mixto
demostraron ser inocuos y poseer propiedades benéficas, mejorando la performance de
los animales a través del aumento de algunos parametros productivos como la ganancia
de peso y el indice de conversion. La presencia de AFB; en la dieta experimental mostro
dafos tipicos de una aflatoxicosis, los cuales fueron prevenidos por la aplicacién de los

formulados.



Conclusiones finales




CONCLUSIONES FINALES

La realizacion de esta tesis doctoral permiti6 desarrollar una estrategia tecnolégica
rentable para la produccion de altas densidades de biomasa seca de S. crevisiae RC016 y
L. rhamnosus RCO007.

La captacion de micotoxinas se da a nivel de la pared celular y ésta se ve afectada por las
condiciones del medio de cultivo y del TGI, por lo que se destaca la utilizacion de
herramientas como la microscopia electrénica de alta resolucion y la espectroscopia IR
para revelar estas modificaciones en la utraestructura y la composicion macromolecular

de la pared celular.

Ambos microorganismos poseen la capacidad de prevenir la accion téxica de AFB; a
través estrategias complementarias de adsorcion de AFB; de la levadura y la

biotransformacioén de AFB; de la BAL.

La aplicacion de estos formulados simples y mixtos en la alimentacion animal es segura e
inocua y mejoro la sanidad y productividad animal ya que complementan las propiedades

probidticas y antimicotoxinas en un mismo producto.



Perspectivas futuras




PERSEPECTIVAS FUTURAS

Las perspectivas futuras que se desprenden del presente trabajo de tesis estaran

orientadas a:

* Aplicar estrategias de ingenieria bioquimica a fin de optimizar la viabilidad y
funcionalidad de aditivos probiéticos/adsorbentes de micotoxinas luego del procesamiento

tecnologico.

* Exponer las células al estrés ambiental apropiado para conducir a un aumento de la

viabilidad probiética.

* Mejorar eficientemente la robustez y la viabilidad de las células de los formulados para

mejorar la performance de los animales de produccion a los cuales estan destinados.
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Abstract

Saccharomyces cerevisiae RC016 presents probiotic and mycotoxin adsorbent properties for use as feed additive. The improvement of
S. cerevisiae RC016 biomass production using an agro-industrial waste such as Dried Distillers’ Grains and Solubles (DDGs) that pollute the
environment can contribute to sustainable development of the process and reduce the costs of large-scale production. In order to avoid the
obstruction of the fermentor’s stirring mechanism with solid particles a novel pretreatment of DDGs was conducted to concentrate carbon
sources levels. The design of experiments were performed using four factor-three-level Box-Behnken design (carbon source concentration,
nitrogen source concentration, yeast extract concentration and incubation time) coupled with response surface methodology to evaluate the
interaction between two factors in order to determine the optimum process conditions. A quadratic model was suggested for the prediction
of biomass production. The F-value and p-value of the model indicated that it was statistically significant at 95 percent confidence interval. In
addition, R? value of the model indicated an acceptable accuracy. The results were validated at bioreactor level showing that the specific growth
rate on the optimized medium (0.34h') increased 112.5% compared to the initial non-optimized medium (0.16h*), the duplication time showed
a decrease of 52.9%. Optimization enabled productivity (0.451gL'h™) nine times higher than the initial one (0.062gL'h™), thus 65% more
biomass was obtained (5.20gL?). The use of biomass DDGse derived from bioethanol production promotes the sustainable and green way of
biomass production.

Keywords: Biomass production; Bioethanol industry waste; distillers’ grains and solubles; Saccharomyces cerevisiae
\ J

Introduction

Distillers dried grains with solubles (DDGs) is the main
co-product of ethanol production. It is a waste product from
this industry, commonly used as a low-cost animal feed. After
conversion of grain starch to ethanol during fermentation,
there is an increase of all nutrients than about three times more
protein, fat, vitamins, minerals and fibre. Its utilization as a feed
ingredient is well documented as both, energy and a protein
supplement (U.S. Grains Council).

Application of agro-industrial waste and co-products in
bioprocesses provides an alternative way to replace the refined
and costly raw materials. In addition, the bulk use of agro-
industrial waste residues will help to solve environmental
issues. Microbial biomass production by using DDGs is an

alternative of great interest for reuse of this industrial by-
product. It can serve as a protein concentrate as well as energy
source for microbial growth. Energy provided by DDGs is
obtained from oil since starch is removed from grains in the
ethanol production process. One of the main obstructions in the
large-scale production of yeasts and their products is the cost
of the raw materials. Therefore, efficient and profitable factory-
scale processes need to obtain the highest biomass yield with
the minimal cost. Economic evaluation of the yeast production
process has suggested that the major contributor to the overall
cost is the cost of carbon source. Thus, it is desirable to produce
yeast biomass from alternative low-cost carbon sources derived
from other industries [1].
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Probiotics are live microorganisms which when administered in
adequate amounts confer a health benefit on the host [2]. They
exert beneficial effects on the host by providing nutrients and
enzymes that contribute to digestion, inhibiting pathogenic
microorganisms, enhancing growth and immune responses [3,4].
Saccharomyces cerevisiae RC016 is a probiotic strain isolated
from pig intestine that is able to adsorb several mycotoxins
such as aflatoxin B1, zearalenone, fumonisin B1 and ochratoxin
A, survive under gastrointestinal conditions, enhance animal
weight gain and performance and promote beneficial properties
to the host. It is also considered a generally regarded as safe
(GRAS) microorganism and has shown absence of genotoxicity
and cytotoxicity in vivo [5-7]. Therefore, its application as a feed
additive intended for production animals is very promising and
entails minimal risk.

Feed additives’ industry requires standardized processes
to produce large amounts of the selected yeasts to obtain high
quality reproducible products to ensure biological effect. To
achieve high yeast yields, it is a prerequisite to design a proper
production medium in an efficient fermentation process.
Therefore, the viability of a biotechnological process includes
the strategic optimization of a culture medium using low cost
raw materials. It is important to select key parameters from a
large number of factors and also their interactions. Several
statistical experimental designs have been used for optimizing
fermentation variables [8,9]. Plackett- Burman design [10] is a
well-established and widely used statistical model for screening
and selecting critical culture variables, while response surface
methodology (RSM) provides important information regarding
the optimum level of each variable along with its interactions
with other variables and their effects on product yield [11,12].
The aim of the present work was to study the culture conditions
for probiotic-mycotoxin adsorbent S. cerevisiae RC0016 biomass
production using DDGs as low-cost agro-industrial waste.

Materials and Methods

Yeast strain and cultural conditions

Saccharomyces cerevisiae RC016 was isolated from pig
intestine and deposited in collection centre of the Universidad
Nacional de Rio Cuarto, Argentina. Stock cultures were
maintained at -80 °C in 30% (v/v) glycerol. Working cultures
were prepared from frozen stocks by two transfers in yeast
extract-peptone-dextrose (YPD) broth (5g yeast extract, 5g
peptone, 40g dextrose, 1000ml water) and incubation at 28
°C for 24h on an orbital shaker (180rpm). Morphological and
molecular characteristics of this strain were informed by
Armando etal. [11].

Bioethanol and

pretreatment

industry waste composition

The DDGs (used as carbon source) centesimal composition is
informed in Table 1. DDGs was obtained from a local bioethanol

10.19080/AIBM.2018.08.555727

producing plant. In order to avoid the obstruction of the
fermentor’s stirring mechanism with solid DDGs particles and
concentrate the level of carbon sources, a DDGs’ extract (DDGse)
was prepared by adding water (300ml+75g DDGS) to obtain a
25% DDGse that was left at fluent steam for 20min and then
filtered. The extract was then autoclaved at 121 °C, latm for
15min. Adequate volumes of this extract were used to formulate
culture media at 14, 21 and 28% (Plackett-Burman design) and
at 10, 20 and 30% (Box-Behnken design).

Table 1: Dried distillers’ grains and solubles (DDGs) centesimal

composition.

Dried Distillers’ Grains And Solubles (Ddgs)
Components Percentage

Dry matter 35.97

Water 64.03

Total protein 10.52

Total fats 4

Total fibre 3.08

Neutral detergent fibre (NDF) 3.76

Acid detergent fibre (ADF) 8.98

Starch 1.79

Sulfur 0.23

Phosphorus 0.32

Ashes 2.28

Culture conditions and experimental designs for
biomass production

Culture medium was designed using the following factors:
DDGse as carbon source, urea as nitrogen source, and YE as
vitamin supply. Saccharomyces cerevisiae biomass production
was performed in shaken Erlenmeyer flasks and then validated
in an aerated-agitated fermentor. For Erlenmeyer flasks’
inoculation, a loopful of a S. cerevisiae RC016 culture maintained
at 4 °C on an YPD agar slant was transferred to 10ml YPD broth
(pH 4.5-5.5) contained in 100ml Erlenmeyer flasks (flask volume
to medium volume ratio was 10:1) and incubated at 28+1 °C for
24h at 180rpm in an orbital shaker.

For the fermentor assay, the culture media optimized
in Erlenmeyer flasks was validated by carrying out batch
fermentations in an aerated-mechanically stirred 5L BioFlo™
2000 fermenter (New Brunswick Scientific Co., Inc, Enfield,
CT, USA) equipped with pH, temperature and dissolved oxygen
concentration sensors. The pH was maintained between 4.5 and
5.5 units by adding 18N H2S04 or 20% w,v-1 Na2CO3. Dissolved
oxygen concentration at the beginning of the experiment was
100% saturation. Foam production was controlled by the
addition of Antifoam 289 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
defoamer. For both, flasks and fermentor assays, aliquots of 3mL
culture were withdrawn for kinetic and productive parameter
determinations and growth curves were constructed.
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Table 2: Levels of factors tested by Plackett-Burman Design for the
screening of significant variables affecting Saccharomyces cerevisiae
RCO016 biomass production.

Levels
Factors
-1 0 1
DDGse* (%) 14 21 28
Urea (%) 0 0.25 0.5
YE** (%) 0.5 0.75 1
Time (h) 1 7 13

*DDGse: Dried distillers’ grains and solubles extract, **YE: yeast
extract.

A Plackett-Burman screening design was used to select
the main medium constituents influencing S. cerevisiae RC016
biomass production according to Plackett & Burman [10]. The
model was set up for four previously mentioned factors for
the culture media, with two coded levels (-1 and +1) and a
centre point (0), and was run to evaluate the linear effects of
carbon source concentration (DDGse) (b1l), nitrogen source
concentration (urea) (b2), YE concentration (b3) and incubation
time (b4) (Table 2).

The results were fitted with the first-order model
Y = b, + Z bx
i

Where Y is the predicted response, b0 and bi are constant
coefficients and xi is the coded independent factor.

Table 3: Levels of factors tested by Box-Behnken designs for the
optimization of Saccharomyces cerevisiae RC016 biomass production.

Levels
Factors
-1 0 1
DDGse* (%) 10 20 30
Urea (%) 0 0.5 1
Time (h) 12 18 24

*DDGse: Dried distillers’ grains and solubles extract.

A Box-Behnken design (BBD) [13] of Response Surface
Methodology (RSM) was used to optimize the three most

significant factors (carbon source, nitrogen source, YE) for
enhancing biomass of S. cerevisiae RC016, screened by Plackett-
Burman design. Three settings for each of three factor levels were
used to evaluate the quadratic effects and two-way interactions
among the variables DDGse, urea concentration and time (Table
3).

A second-degree model was used to fit the response to the
independent variables according to the equation:

Y= ﬁo + Zf:] 'Bixi + le‘:z z: 'Bijx‘xj + Zf:l 'Biixiz

Where Y is the predicted response, xixj are the input variables
that influence the response variable y, B0 is the intercept, fi is
the ith lineal coefficient, Bii is the ith quadratic coefficient and
fBij is the ijth interaction coefficient. Statistical and numerical
analyses were carried out by means of the analysis of variance
(ANOVA) and multiple regressions using Essential Experimental
Design v. 2.214 software.

Analytical determinations

Biomass production was monitored evaluating CFU ml-1
by the standard plate count method on YPD agar and then,
multiplied by an adequate factor to transform these values into
biomass values in grams.

Results

Screening of essential culture conditions for biomass
production

Fifteen trials were conducted to examine the effect of four
variables for the production of yeast biomass using the Plackett-
Burman design, a powerful method for detecting significant
variables. The coefficient R2 of the first-order model for the
DDGse based medium was 0.785, indicating that only 21.5%
of the variability in the response could not be explained by the
model. The adjusted R2 was 0.699, indicating the linear model
fits properly. The F value demonstrated a high significance for
the regression. ANOVA was used to identify the effect of four
factors on yeast biomass production.

Table 4: Statistical analysis (ANOVA) of the model applied for Saccharomyces cerevisiae RC016 biomass production in a DDGs extract

(DDGse) based medium.

Summary
IR| 0.886
R2 0.785
R2 adjusted 0.699
Standard Error 0.182
# Points 15
PRESS 0.56
R2 for Prediction 0.635
Durbin-Watson d 2.138
First Order Autocorrelation -0.092
Coefficient of Variation 2.352
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Precision Index ‘ 8.582
ANOVA

Source SS SS% MS F F Signif df

Regression 1.205 78 0.301 9.123 0.00227 4

Residual 0.33 22 0.03301 10

LOF Error 0.275 18 (83) 0.03929 2.1382 0.286 7

Pure Error 0.05512 4 (17) 0.01837 3

Total 1.535 100 14

P value Std Error -95% 95% t Stat VIF
b0 7.346 3.40E-11 0.241 6.809 7.884 30.45

DDGse* 7048611 0.00448 1932153 3.00E+06 1.00E+07 3.648 1
UREA -2.5E+07 0.14 15457227 -6.00E+07 1.00E+07 -1.603 1
YE** 0.0401 0.852 0.21 -0.427 0.508 0.191 1
Time 0.05277 0.000126 0.00874 0.03329 0.07225 6.036 1

*DDGse: Dried distillers’ grains and solubles extract; **YE: yeast extract.

Table 4 shows that DDGse and urea concentrations were the
most significant factors (P<0.05) that were selected for further
optimization to obtain a maximum response. The equation
obtained for cell growth was:

Y (CFU/mL) = 7346 + 7048611.111*DDGSE-

24777777.78*UREA + 0.05277*Time

(*The P-values for regression coefficients in bold characters
were significant at P<0.05)

Selected culture conditions optimization of for
biomass production

Based on the results obtained from the Plackett-Burman
design, the major factors that influenced S. cerevisiae RC016

biomass production were selected. The BBD was applied to
study the interaction of the selected variables, to estimate the
quadratic effects and to determine the optimal quantitative
values of the studied parameters in order to maximize the
response.

The coefficient of determination R2 (0.898) for the DDGse
based medium indicated that only 10.2% of the variability in the
response could not be explained by the model. The statistical
significance of the equation model was evaluated by ANOVA F
test (Table 5). Values ‘Prob>F less than 0.05 indicated that the
terms of the model were significant. The unadjusted F-value of
0.317 (not significant) may occur due to noise. The RSM was
fitted with the second-order polynomial equation:

Table 5: Statistical analysis (ANOVA) of the model applied for Saccharomyces cerevisiae RC016 biomass production in a DDGs extract

(DDGse) based medium.

Summary
IR| 0.948
R? 0.898
R? adjusted 0.715
Standard Error 0.248
# Points 15
PRESS 3.96
R? for Prediction -0.313
Durbin-Watson d 2.504
First Order Autocorrelation -0.354
Collinearity 0
Coefficient of Variation 3.174
Precision Index 9.242
ANOVA
Source SS SS% MS F F Signif df
Regression 2.713 90 0.301 491 0.04725 9
Residual 0.307 10 0.0614 5
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Figure 1: Response surface curve for biomass of S. cerevisiae
RCO016 showing the interaction between A) Urea and Time; B)
Urea and DDGse; (C) Time and DDGse. The grey colour scale

L shows the levels of biomass production by the yeast. J

Y (CFU/mL) = 7.298 + 0.01889*DDGse + 0.400*Urea +
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LOF Error 0.238 8 (78) 0.07936 2.3023 0.317 3
Pure Error 0.06894 2 (22) 0.03447 2
Total 3.02 100 14
P value Std Error -95% 95% t Stat VIF
b0 7.298 0.00505 1.533 3.358 11.24 4.762
DDGse 0.01889 0.784 0.06537 -0.149 0.187 0.289 55.67
Urea 0.4 0.718 1.046 -2.29 3.09 0.382 35.67
Time 0.07075 0.629 0.138 -0.283 0.425 0.514 89
DDGse* DDGse -0.00209 0.166 0.00129 -0.00541 0.00122 -1.623 35.68
Urea*Urea -1.794 0.01769 0.516 -3.12 -0.468 -3.478 9.678
Time*Time -0.00185 0.628 0.00358 -0.01105 0.00736 -0.515 79.01
DDGse*Urea 0.05604 0.0732 0.02478 -0.00765 0.12 2.262 11
DDGse*Time 0.00175 0.436 0.00206 -0.00356 0.00705 0.846 27
Urea*Time -0.02906 0.513 0.0413 -0.135 0.0771 -0.704 21
a N 0.07075*Time - 0.00209*DDGse* DDGse - 1.794*Urea*Urea
A)sx108 - 0.00185*Time*Time + 0.05604*DDGse*Urea + 0.00175*
) s DDGse*Time - 0.02906*Urea*Time
E.E‘ 1.5%108 The model predicts that the optimal values of the three
= . most significant variables were DDGse = 18.9% (m/v); Urea
=0% (m/v); YE = 1% (m/v) and incubation time = 21.3h. The
S5x107 L :;: 05 iramid response surface curves are shown in Figure 1.
e 2;;2_{;;1:;"*'**5 0,0 V?lidation of the selected culture conditions in
= 14,7 120 bioreactors
Time (h) Table 6: Comparison of kinetic parameters (specific growth
rate (px)) and duplication time (td) and productive parameters
2x10% (maximum productivity (gl-1h-1)) and maximum production (gl-1) of
B) Saccharomyces cerevisiae RC016 in shaken flasks and bioreactor
et 3 using initial and optimized media.
s E Kinetic and Productive Initial Media Optimized Media
5x107 - Parameters Shaken Flasks Bioreactor
0 umax (h?) 0.16 0.34
189 Td (h) 433 2.04
09 0:? o /' 218 DDGSE (%) Productivitymax (g L'h™) 0.062 0.451 + 0.065 (11h)
0 g Biomassmax (g L") 1.83 (48h) 5.20 (11h)
C}z’ T Once the most significant variables and their optimum
2 1sx108 | values were obtained, validation in bioreactor was performed in
% A order to confirm the optimized culture conditions. Mechanical

stirring to produce yeast biomass in bioreactor allows a greater
homogenization of the cells in contact with the medium thereby
increasing oxygen transfer and mass. Kinetic and productive
parameters are shown in Table 6, the biomass production of S.
cerevisiae RC016 improved significantly in the optimized media
and in bioreactor compared with initial media in Erlenmeyers.
The growth rate significantly increased (112.5%) whereas
duplication time was reduced 53.2%.

Discussion

The viability of a biotechnological process includes a
strategic analysis for reducing production costs in optimizing
biomass production. The design of the culture medium is one
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of the most important tasks in biological technology. Winkler et
al. [14] stated that within the total cost of biotech products, raw
materials can represent between 30 and 80%. The composition
of the culture medium also has to meet all the nutritional
requirements of the microorganism. Economic evaluation of the
production process of yeast suggests that the main contributor
to the overall cost is the carbon source. For the formulation of
an industrial culture medium it is necessary that it meets all
nutritional characteristic requirements, allowing good growth
of microorganisms. They have to be available on the market or
otherwise be obtained as by product of some industrial process,
in order to be inexpensive to manufacture. YPD medium is
widely used as a substrate to obtain S. cerevisiae biomass; it
is a synthetic, commercial, processed and enriched medium
with glucose as carbon sources and nitrogen sources as yeast
extract and peptone [15]. However, it is a highly expensive
culture medium when large-scale biomass is needed to obtain.
Therefore, it is desirable to produce yeast biomass from cheap
carbon sources or waste products, such as cane molasses or
sugar residues of bioethanol production. In this work, with the
purpose of minimize large-scale production costs and promote
sustainable biomass development the use inexpensive substrates
such a waste obtained from the bioethanol production was used.
This substrate, DDGse has nutritional and economic advantages
due to its high protein content as nitrogen sources, yeasts,
minerals, group B vitamins.

When a response or set of responses of interest are
influenced by several variables, the levels of these variables
must be optimized simultaneously to achieve the best system
performance [16]. The use of statistical experimental designs
methodology in shaken flasks allowed reaching the best
nutritional conditions for the culture medium for increasing
biomass production. Li et al. [17] used the same methodology
we used, for the production of the yeast C. utilis in bamboo
wastewater that resulted in an overall 1.7-fold increase
compared with that using the original conditions in shake-flask
cultivation. In the present work, in DDGse optimized conditions

the biomass production increased nine fold.

The most significant variables and their optimal ranges were
18.9% DDGse and YE 1%. In the present work, these conditions
were evaluated at bioreactor level and significant improvements
were obtained for the biomass production of S. cerevisiae
RC0016 [18]. Other authors have shown the use of different
waste substrates for biomass production. Choi and Park (2003)
investigated Chinese cabbage waste as a substrate for microbial
biomass production of four species of yeastincluded S. cerevisiae
and suggested that juice from waste Chinese cabbages could be
used to produce microbial biomass proteins. Other researchers,
Marova et al. [19] evaluated the influence of several wastes
substrates such as non-processed whey and potato extract on
the production of carotenoids by yeast strains and biomass.
They demonstrated these substrates were adequate for yeast
biomass production that could be directly used in feed industry
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as nutrition supplement [20]. Bioreactor validation showed
good production growth and kinetic parameters. The highest
growth rate (0.34h!) showed a 2.04h duplication time and a
high productivity (0.45gLh?).

Conclusion

Waste substrates can be used as medium component,
which can in particular strains and conditions induce biomass
production. Thus, low cost waste substrates could be used
industrially biomass production. This study suggest that the large
amount of waste DDGs, produced during bioethanol production,
and overproduction can be used to generate S. cerevisiae RC0016
biomass to be applied in feed additive formulations reducing
production costs of the final products. The use of this agro-
industrial waste that pollutes the environment can contribute to
sustainable development of the process and reduce the costs of
large-scale production.
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Introduction

Abstract

Aims: (i) To determine the aflatoxin B, (AFB;) adsorption and desorption
dynamics in the presence of Lactobacillus rhamnosus RC007 under simulated
transit of AFB; at each gastrointestinal tract (GIT—saliva, stomach and
intestine) stage consecutively and then, separately, (ii) to study the ability of L.
rhamnosus RC007 to biotransform AFB; as a strategy that complements the
adsorption process.

Methods and Results: The AFB; adsorption and desorption assay simulating
the GIT passage of AFB; (93-89 ng g ') in the presence of L. rhamnosus
RC007 (10 CFU per ml) was conducted. Moreover, lactic acid production was
determined. Results demonstrated that predominant environmental conditions
in salivary solution induced a low AFB,; adsorption, while the transit through
the gastric solution and intestinal solution allowed high percentages of
adsorption and did not generate significant AFB,; desorption.

Conclusions: The AFB,; adsorption and desorption dynamics in the presence
of L. rhamnosus RC007 was favoured by gastric and intestinal environment.
Significance and Impact of the Study: The knowledge of the adsorption
dynamics of AFB, with a micro-organism of interest will allow predicting its
behaviour at each stage of the GIT.

and induces pathological damage to the liver and other
organs. Each toxin has features and specific effects, and

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by
some species of fungi that exert deleterious effects in ani-
mals and humans. Not all fungi are capable of producing
mycotoxins and those who produce them, do it under
specific environmental conditions (CAST 2003). Major
agricultural important mycotoxins are produced mainly
by three genera of fungi, Aspergillus, Fusarium and Peni-
cillium, and although there are other genera, only the
mycotoxins produced by these three genera have been
studied in depth (Magan and Aldred 2007). Mycotoxin
contamination affects overall livestock and cereal sectors
as well as in the human health (Pinotti et al. 2016). It
reduces the efficiency of growth, decreases food conver-
sion and reproduction rates, harms the resistance to
infectious diseases, reduces the vaccination effectiveness,

Journal of Applied Microbiology © 2018 The Society for Applied Microbiology

the occurrence of two or more mycotoxins, as normally
found in nature, may cause more adverse effects than the
presence of a single one (CAST Report 2003).

Pre- and postharvest strategies to reduce mycotoxin
contamination in food and raw materials have been pro-
posed; however, once mycotoxins have reached contami-
nation levels in an ingredient or a food, it is extremely
difficult to achieve the total elimination. FAO (2016)
defines probiotics as ‘viable microorganisms which, when
administered in adequate amounts, confer benefits on
the host health’. Lactobacilli are probiotic micro-organ-
isms that have been widely used in the food additives
production and some species have been recognized as
safe (GRAS). They also have a high multiplication rate,
are able to grow in a wide variety of carbon sources and
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do not produce toxic compounds. The union of probi-
otics with mycotoxins reduces their availability and, con-
sequently, their absorption in the gastrointestinal tract
(GIT). It has been demonstrated in vitro the adsorption
capacity of major mycotoxins such as aflatoxin B;
(AFB;) exerted by probiotic Saccharomyces cerevisiae
(Armando et al. 2011, 2012) and probiotic Pediococcus
acidolactici and P. pentosaceus (Martinez et al. 2017).
The use of these micro-organisms at a commercial level
requires a design of the culture medium, one of the
most important tasks within the biological technology,
evaluating the use of economic substrates for the bio-
mass production at a large scale, allowing also the con-
servation of the biological properties
demonstrated in the laboratory.

Previous studies works allowed selecting lactic acid
bacteria (LAB) from maize silage, such as probiotic Lacto-
bacillus rhamnosus RCO007 capable of inhibiting the
growth of Fusarium graminearum and Aspergillus car-
bonarius (Dogi et al. 2013). This strain did not possess
genes for antibiotics of veterinary importance and showed
the interaction with the intestinal microbiota by modulat-

previously

ing the immune system of the host, increasing its resis-
tance against pathogens or by stimulating the immune
system of mice and pigs through the release of anti-
inflammatory cytokines (Dogi et al. 2016; Garcia et al.
2018).

Studies have demonstrated the ability of LAB to adsorb
mycotoxins; however, none of them have determined in
detail the AFB; adsorption and desorption dynamics and
how it is occurring at the different stages of the simulated
GIT (Lahtinen et al. 2004; Niderkorn et al. 2006). The
present work aims to (i) determine the AFB, adsorption
and desorption dynamics simulating the passage of AFB,;
at each stage of the GIT (saliva, stomach and gut) con-
secutively, in the presence of L. rhammnosus RC007 and
then, considering the AFB; adsorption and desorption
behaviour at each of the simulated stages, independently,
(ii) to study the ability of L. rhammnosus RC007 to bio-
transform AFB; as a strategy that complements the
adsorption process.

Materials and methods

Micro-organism, growth medium and cultural conditions

Lactobacillus rhamnosus RC007 isolated from maize silage
was obtained from the collection centre at the National
University of Rio Cuarto, Argentina. Stock cultures were
maintained at —80°C in 15% (v/v) glycerol. The LAB strain
was identified from both the fermentation pattern (API 50
CHL test) and the 16S rRNA gene sequence (Dogi et al.
2013). Lactobacillus rhamnosus RC007 was grown at 37°C
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for 24 h without agitation in Man, Rogosa and Sharpe
(MRS) broth (Britania, Buenos Aires, Argentina).

Effect of simulated gastrointestinal conditions on
aflatoxin B; binding

To conduct the AFB; binding assay, inoculations were
made from the working cultures into each artificial solu-
tion simulating the GIT. After being incubated, cells were
collected by centrifugation (5000 g 10 min) and washed
twice with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7). The
LAB pellet (1 x 10® cells per ml) concentration was
determined by viable counts.

Aflatoxin B, solutions

From a solution of 7500 ng ml~', new AFB, solutions
containing 93-89 ng ml~' were prepared using artificial
salivary solution (SS), simulated gastric juice (GS) or arti-
ficial intestinal fluid (IS), separately. Positive (AFB; sus-
pended in the adequate simulated condition) and
negative (non-AFB; inoculated simulated condition) con-
trols were included in all the experiments. The assays
were conducted in triplicate.

Simulated gastrointestinal tract solutions’ composition

Simulated GIT solutions were prepared as follows: SS:
lysozyme 2 mg ml™' (Sigma 47 700 U mg™ ') in saline
solution pH 6-5; GS: NaCl 125 mmol, KCI 7 mmol,
NaHCO; 45 mmol, pepsin 3 g 17" adjusted to pH 3 with
HCL IS: trypsin 1 mg ml™" (Fluka 11 531 U mg '), chy-
motrypsin 1 mg ml™' (Fluka 80 U mg™'), oxgall bile
salts 0-3% (w/v) adjusted to pH 8 with NaOH
5 mmol 17",

Aflatoxin B, adsorption and desorption assay simulating
the gastrointestinal tract passage

Simulated GIT passage was performed according to
Armando et al. (2011) with some modifications. The
assays were conducted in two different ways:

i A complete simulated GIT passage (the SS, GS and IS
consecutively) was simulated in order to know the
dynamics of the adsorption process, LAB cells were
resuspended in SS (1 ml) containing AFB; (93-89 ng
ml™") and incubated at 37°C for 5 min under agita-
tion in an orbital shaker (100 rev min ') to simulate
the mastication process. After centrifugation, the same
cells were added to GS (1 ml) and incubated at 37°C
for 45 min under agitation in an orbital shaker (50
rev min ') simulating the peristalsis process. After

Journal of Applied Microbiology © 2018 The Society for Applied Microbiology
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centrifugation, the same cells were added to IS (1 ml)
and incubated at 37°C for 30 min under agitation in
an orbital shaker (100 rev min~'). After that, LAB
cells were centrifuged at 5000 g for 15 min, and the
supernatant containing unbound mycotoxin was col-
lected and stored at —20°C until high-performance
liquid chromatography (HPLC) analysis.

ii Each GIT stage (SS, GS and IS) was simulated sepa-
rately. So, each stage had AFB; (93-89 ng ml™') in
the presence of L. rhamnosus RC007 (108 CFU per
ml) and was conducted as follows:

O LAB cells (1 x 10® cells per ml) were resuspended
in SS containing AFB; (93-89 ng ml™') and incu-
bated at 37°C for 5 min under agitation in an
orbital shaker (100 rev min~!) to simulate the
mastication process. After centrifugation, the
supernatant containing unbound mycotoxin was
collected and stored at —20°C.

O LAB cells (1 x 10® cells per ml) were resuspended
in GS containing AFB; (93-89 ng ml™") and incu-
bated at 37°C for 45 min under agitation in an
orbital shaker (50 rev min ') simulating the peri-
stalsis process. After centrifugation, the super-
natant containing unbound mycotoxin was
collected and stored at —20°C.

O LAB cells (1 x 10® cells per ml) were resuspended
in IS containing AFB; (93-89 ng ml™!) and incu-
bated at 37°C for 30 min under agitation in an
orbital shaker (100 rev min '). After that, cells
were centrifuged at 5000 g for 15 min, and the
supernatant containing unbound mycotoxin was
collected and stored at —20°C. All supernatants
from each GIT stage (salivary, gastric and intestinal
conditions) were analysed by HPLC.

Aflatoxin B; degradation assay by cell-free extracts

The toxin degradation technique was performed according
to the methodology proposed by Teniola et al. (2005) with
modifications. The experiment was run in 15-ml tubes; a
cell-free extract from a 24-h culture of L. rhamnosus RC007
was placed and contaminated with a solution of AFB,;
(93-89 ng ml™'). The mixture was incubated in dark at
37°C without stirring for 12, 24 and 48 h. Extraction with
chloroform (1 : 1, v/v) of the remaining AFB; was then
performed for further quantification by HPLC. All experi-
ments were carried out in triplicate.

Detection and quantification of aflatoxin B,

Aflatoxin B, was quantified by HPLC (Waters €2695;
Waters, Milford, MA) with fluorescence detection

Journal of Applied Microbiology © 2018 The Society for Applied Microbiology
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(Waters 2475 multi 4 fluorescence detector) according to
Trucksess et al. (1994) with some modifications. Chro-
matographic separations were performed on a reversed-
phase CI18 column (150 x 4-6 mm i.d., 5 um particle
size; Phenomenex, Luna, Torrance, CA). The fluorescence
of AFB,; derivatives was recorded at excitation and emis-
sion wavelengths of 360 and 460 nm respectively. The
mobile phase (water : acetonitrile : methanol, 4 :1: 1)
was pumped at 1-5 ml min~". The injection volume was
100 pl and the retention time was around 4 min. The
detection limit of the technique was 1 ng g~ .

Aflatoxin B, recovery assays

Aflatoxin B recovery assays were carried out in triplicate in
the different solutions simulating the GIT. The percentage
(%) recovery was tabulated by taking the difference of the
amount of AFB; spiked into each solution and the amount
of AFB, recovered from the assay divided by the amount of
AFB; spiked into each solution multiplied by 100%.

Determination of total viable Lactobacillus rhamnosus
counts

Aliquots (100 pl) of L. rhamnosus cells prior to GI pas-
sage and after salivary, gastric and intestinal conditions
were taken. Total viable counts of L. rhammnosus were
determined by a plate method using MRS agar after serial
10-fold dilutions. Plates were incubated at 37°C for 24 h.

Statistical analyses

Means were analysed by analysis of variance (P <
0-0001). The variables that showed significant differences
were compared using the least significant Fisher LSD dif-
ference test (P < 0-05). The analysis was performed using
Info Stat for Windows 2012 ver. 2.03 (SPSS Inc.,
Coérdoba, Argentina).

Results

Effect of simulated gastrointestinal conditions on
aflatoxin B, binding

The ability of L. rhamnosus RC007 to adsorb and desorb
AFB, in the GIT solutions was determined by simulating
the temperature, pH, peristaltic movements as well as the
enzymes and specific salts at each stage of the tract (sal-
iva, stomach and intestine).

Table 1 shows the levels (ng) and percentages (%) of
AFB,; adsorption and desorption when the GIT of AFB,;
(93-89 ng) in the presence of L. rhamnosus RC007 was
simulated. The results were expressed as levels (ng) of
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Aflatoxin B4 adsorption

Aflatoxin By desorption

Table 1 Adsorption and desorption of afla-
toxin By (AFB;) in the presence of Lacto-

Levels (ng mI~") Percentage (%)

bacillus rhamnosus RCO07 (108 CFU per ml)

Residual through the different stages of the gastroin-
In solution or levels testinal tract consecutively (GIT)
GIT* in pelletf Adsorbed Relative; Total§ (ng ml~") Relative**  Totalft
SS 93.89 £ 512 1774 + 3.88 188 76-15 +£ 234 812
GS 1774 +£ 3.88  4.43 + 2-.03 24.97 4.71 1331 £ 185 75.03 95.28
IS 4.43 + 2-03 3-65 + 048 82:39 3-89 0-78 £ 0-03 17-61 96-11

*GIT, gastrointestinal tract; SS, salivary solution; GS, gastric solution; IS, intestinal solution.
tAflatoxin B1 present in the salivary solution at the start of the experience or present in the pel-

let in the gastric and the intestinal solutions (GS-IS).

tPercentage of aflatoxin B1 adsorbed by L. rhamnosus RC007 in relation with the AFB1 added
to the salivary solution (SS) or present in the L. rhamnosus RC0O07 pellet (GS and IS).
§Percentage of aflatoxin B1 adsorbed by L. rhamnosus RCO07 in relation with the total AFB1

added at the start of the experiment in the salivary solution (SS).

YResidual amount of AFB1 that is not adsorbed by L. rhamnosus RCO07 and is removed in the
supernatant at each stage of the GIT. This AFB1 does not enter the next tract again.
**Percentage of AFB1 desorbed by L. rhamnosus RCO07 in relation with the AFB1 added to the
salivary solution (SS) or present in the L. rhamnosus RC0O07 pellet (GS and IS).

ttPercentage of AFB1 desorbed by L. rhamnosus RCO07 in relation with the total AFB1 added

at the start of the experiment in the salivary solution (SS).

AFB, present in SS or present in the same LAB pellet that
transited through GS and IS. It is important to note here
that cell-free supernatant solutions containing the non-
adsorbed mycotoxin by the LAB pellet were removed and
did not continue the subsequent steps of the assay
according to the employed methodology. In this way, the
levels (ng) of AFB, (Table 1—first column) present in
the SS and those present in the LAB pellet were reported
and subsequently passed to the other stages of the GIT,
showing that in each one of them there was also a des-
orption process. Both, levels (ng) and percentages (%) of
desorption at each GIT stage were considered taking into
account the residual levels of AFB, as well as relative per-
centages (percentage of AFB; adsorbed by L. rhamnosus
RC007 in relation with the AFB; added to SS or present
in the L. rhamnosus RC007 pellet in GS and IS) and
adsorbed AFB; total percentages (percentage of AFB,;
adsorbed by L. rhamnosus RC007 in relation to the total
AFB,; added at the start of the experiment in the SS).

The relative AFB; adsorption percentage in the passage
through simulated SS showed a low adsorption percent-
age, as did the passage through the GS; while IS allowed
to retain a high percentage of AFB,. If the total percent-
age of adsorbed AFB, is observed, the IS showed the
highest retention. These results are directly related to the
relative and total percentages of desorption that were
between 81-20 and 96-11% at the different GIT stages.

In a subsequent trial, the LAB pellet was confronted
with AFB,; for each of the solutions that simulated the
GIT separately (Table 2). Again, it was observed that
when mycotoxin was in contact with SS, the percentage
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of AFB, adsorption was low. However, this did not occur
in the GS or IS since the mycotoxin adsorption rates
were significantly higher (P < 0-0001), as can be observed
in the levels of adsorbed mycotoxin (ng—Table 2). These
results showed that in both, GS and IS, the adsorption
rates were higher than 88%. If the mycotoxin desorption
percentages are observed, they are directly related to the
adsorption percentages previously shown.

Aflatoxin B, degradation assay

Table 3 shows the AFB; degradation percentages by L.
rhamnosus RC007 cell-free extracts. The strain showed a
range between 74-43 and 80-40% of AFB; degradation
between 12 and 48 h of exposure, showing significant dif-
ferences between 12 and 24 h in relation with 48 h where
the best degradation was observed.

Aflatoxin B, recovery assays

The overall % recoveries for salivary, gastric and intesti-
nal solutions were 105-71, 97-55 and 88-57% respectively.

Effect of simulated gastrointestinal tract on Lactobacillus
rhamnosus RC007 viability

After carrying out the viable cell count, after incubation it
was observed that all the strains kept the number of viable
cells constant after the simulation to the gastrointestinal
passage (107® CFU per ml), indicating in this way that
they resist the stomach and intestinal conditions.

Journal of Applied Microbiology © 2018 The Society for Applied Microbiology
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Table 2 Adsorption and desorption of aflatoxin By (AFB4) in the pres-
ence of Lactobacillus rhamnosus RC007 (108 CFU per ml) simulating
each stage of the gastrointestinal tract, independently

AFB; adsorption

AFB;,
AFB; Percentage desorption
GIT*  (ng mI™"t (ng mI~" (%) (%)
SS 93-89 £+ 512 17.74 + 3.88% 18-8 81-2
GS 93.89 + 512 83:49 + 5.02°  88.92 11.08
IS 93-89 £+ 512 91.07 + 5.28° 96-99 3-01

Different letters mean significant differences (P < 0.05) between the
values according to Fisher’s LSD test.

*GIT: gastrointestinal tract; SS: salivary solution; GS: gastric solution;
IS: intestinal solution.

tAflatoxin B1 present in the salivary, gastric and intestinal solutions.

Table 3 Aflatoxin By degradation percentages by Lactobacillus rham-
nosus RCO07 cell-free extracts at different time of exposure

Degradation percentage (%)

Time (h) (mean + SD)

12 74-43 + 0-68a
24 75-87 + 2-33a
48 80-40 £ 3-10b

SD: standard deviation. Values corresponding to the same letter are
not significantly different according to Fisher's protected LSD test
(P < 0-05).

Discussion

There is a growing interest in the research of strategies to
prevent the AF production in food and feed, as well as to
eliminate, inactivate or reduce their bioavailability in
contaminated products (Hernandez-Mendoza et al.
2009). The use of micro-organisms for AF control or
elimination is a very attractive alternative and several
studies have shown that both viable and nonviable LAB
cells have a great ability to bind to AFs (Bovo et al.
2014).

In this work, the results showed the adsorption and
desorption dynamics that exist when the AFB; transits
through the GIT different stages in the presence of L.
rhamnosus RC007. When AFB; transit the predominant
environmental GIT conditions consecutively, the SS gen-
erated a low adsorption of the mycotoxin, while the tran-
sit through the other stages (GS and IS) allowed high
percentages of adsorption and did not generate signifi-
cant desorption of AFB; from the LAB pellet. When
AFB; transit through GIT, simulating each of the stages,
separately, the results verified again the low adsorption
in the SS, while in both GS and IS an adsorption greater
than 88% was observed. Most of the studies carried out
in the world with LAB as a mycotoxin-reducing agent
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have studied L. plantarum strains (Laitila et al. 2002;
Broberg et al. 2007; Valero-Cases and Frutos 2015). Dif-
ferent authors have reported the binding model of AFB,
molecules to the surface of the bacterial cell wall, sug-
gesting two possible processes, the binding (adsorption)
and the release (desorption) of the aflatoxin molecule to
and from the binding site in the surface of micro-organ-
isms (Lee et al. 2003; Bueno ef al. 2007). Using this
model, it has been shown that the different capacities of
the strains to trap AFB; were directly related to the num-
ber of binding sites present in the cell wall of each
micro-organism. The cell wall of one of the most studied
LAB, L. rhamnosus has polysaccharides where it binds
aflatoxins. These polysaccharides occur in three main
forms: cell wall polysaccharide, peptidoglycan, and tei-
choic or lipoteichoic acids. The environmental conditions
of the different portions, given by pH, enzymes, etc.
would be influencing the three-dimensional structure of
the bacterial cell wall and therefore the binding sites
thereof to the aflatoxins. Haskard et al. (2000) showed
that hydrophobic interactions were expected in acid-trea-
ted bacteria where the protein denaturation treatment
may expose more hydrophobic binding areas to myco-
toxins. Moreover, they emphasized that salts were
expected to influence the bacterial surface charge and the
results show that electrostatic interactions would have
some effects on binding. Although in the present work
the cells were subjected to different times according to
each stage of the GIT, Bueno et al. (2007) stated that
only 30 s would be enough to achieve maximum myco-
toxin adsorption. In future studies, it would be interest-
ing to perform these tests taking into account the
adsorption and desorption process at the permanence of
food at each stage of the GIT, considering each animal
species in which this probiotic additive adsorbent of
AFB, would be used.

The search for an effective, specific, feasible and envi-
ronmentally sound decontamination technology is a great
demand. The biological detoxification of mycotoxins,
using micro-organisms and/or enzymes to degrade myco-
toxins to less toxic or nontoxic compounds may be a
choice of such technology. In this work, the cell-free
extract from L. rhamnosus RC007 was tested in interac-
tion with AFB; and high percentages of degradation were
obtained, demonstrating the potential of this bacterium
for its use as an antimycotoxin feed additive that com-
plements the adsorption and degradation abilities of
AFB,. Gonzdlez Pereyra et al. (2018) evaluated soil-borne
Bacillus sp. strains on aflatoxigenic A. parasiticus growth
and AF production and the culture supernatant of the
most effective strain was studied. They found that six
Bacillus sp. strains were able to reduce A. parasiticus
growth rate significantly (P < 0-05). Among them,
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Bacillus sp. RC1A inhibited fungal growth almost com-
pletely and could also reduce AFB; concentration pro-
duced by A. parasiticus (P < 0-0001). The ability of some
strains of LAB isolated from different sources to elimi-
nate OTA, AFLA and ZEA has allowed recognizing their
potential biotechnological application to reduce the
health hazards associated with these mycotoxins. The
cell-free supernatant of LAB isolated from vegetable
(wine, olives, fruits and silage) and animal (milk and
dairy products, sausages) sources were evaluated for their
ability to eliminate mycotoxins. Among them, 10 strains
isolated from milk were able to eliminate AFB;, belong-
ing to L. casei, L. paracasei, L. plantarum and one to Leu-
conostoc  mesenteroides. Two strains of Enterococcus
faecium and one of E. faecalis from sausage eliminated
ZEA. Concerning strains of vegetal origin, one L. plan-
tarum strain was isolated from elderberry fruit, one strain
each of L. buchnerii and L. parafarraginis isolated from
silage, eliminated ZEA. Two other strains of L. plantarum
from silage were able to degrade both ZEA and OTA,
and one L. buchnerii strain showed activity over AFB;
(Inés et al. 2015). Based on the present results, future
studies should be conducted to characterize the cell-free
supernatant and demonstrate the presence of the com-
pound responsible for such degradation.

The AFB, adsorption and desorption dynamics in the
presence of L. rhamnosus RC007 was strongly affected by
the salivary environment. The knowledge of the adsorp-
tion dynamics of AFB; with a micro-organism of interest
will allow to predict its behaviour at each stage of the
GIT, and future encapsulation strategies based on the GIT
influence on mycotoxin adsorption could be designed. As
the greatest desorption was observed in saliva, a portion
of L. rhamnosus RC007, produced in a molasses contain-
ing medium, could be encapsulated to resist the saliva
environment and allow its release in the stomach, while
another portion should be designed using other encapsu-
lation strategies to resist saliva and stomach environment
for its final release in the intestine to exert an AFB;
adsorption/degradation process. Later, some candidate
degradation products could be analysed (e.g. using HR-
MS). In this way, L. rhamnosus RC007 is promissory for
its use as an antimycotoxin feed additive that comple-
ments the AFB; adsorption/degradation ability.
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