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El expeller de soja que se obtiene luego de la extracción del aceite, es un concentrado 

con un importante contenido proteico (40-47%) sobre materia seca. Los expeller se 

utilizan en la formulación de piensos de alto valor nutricional ya que representan la 

principal fuente de aminoácidos esenciales. En estudios previos, se formuló un 

ingrediente funcional conteniendo L. casei, utilizando expeller de soja como sustrato. 

De acuerdo con la reglamentación vigente, se debe garantizar una carga de células 

probióticas viables entre 10
6
 y 10

9
 UFC g

-1
 de alimento. El objetivo de este trabajo fue 

estudiar y determinar la supervivencia de L. casei soportado en el ingrediente a base de 

expeller, durante el almacenamiento a 25°C evaluando, además, la funcionalidad. 

Partiendo de resultados previos, se preparó el ingrediente con expeller fermentado con 

una suspensión de L. casei de ≈10
3
 UFC.cm

-3
 de caldo MRS. El expeller fermentado fue 

lavado y deshidratado al vacío, envasado y almacenado en bolsas de tipo Ziploc
TM

. A lo 

largo del almacenamiento se tomaron muestras que fueron digeridas in vitro en 

condiciones gastrointestinales simuladas. Se realizaron recuentos en agar MRS, 

microscopia electrónica de barrido (SEM). La funcionalidad de la cepa inmovilizada en 

expeller, se verificó mediante el ensayo de adhesión utilizando la línea celular Caco-

2/TC7como modelo in vitro para el epitelio intestinal. Como control, se llevó a cabo un 

ensayo con células libresde L. casei crecidas en caldo MRS. Todas las determinaciones 

se llevaron a cabo al menos por duplicado. 

La viabilidad del L. casei mostró un recuento inicial de 8,3±0,7 log (UFC.g
-1

), en el 

ingrediente obtenido a base de expeller de soja. Se registró una disminución de 2 ciclos 

logarítmicos después de 42 días, presentando un recuento final de 6,1±0,6 log (UFC.g
-

1
). Sin embargo, la resistencia del probiótico a las condiciones gastrointestinales 

simuladas se mantuvo entre el 62 y el 94 % a lo largo de los 42 días de almacenamiento; 

mientras que las células libres de L. casei provenientes de un inóculo fresco con un 

recuento inicial de 8,3±0,6 log (UFC.g-1) lograron sobrevivir solo en un 40%.También 

pudo registrarse la presencia de L. casei por medio de las imágenes obtenidas por SEM. 

Alrededor del 38±2% del log UFC.g
-1

 de L. casei presentes en el ingrediente se 
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adhirieron a las células Caco-2/TC7, mientras que las células libres de la misma cepade 

un inoculo fresco, lograron adherirse en un ≈78±6%. 

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la cepa probiótica L. 

casei se encontró viable durante los 42 días de almacenamiento a 25°C, mostrando 

recuentos dentro del rango exigido por la regulación vigente. La resistencia de la cepa 

de L. casei a las condiciones gastrointestinales in vitro mejoró notablemente cuando 

estuvo soportada en la matriz vegetal y se mantuvo a lo largo del almacenamiento. A 

pesar de la inmovilización, cerca del 40% del log UFC.g
-1

 de la cepa probiótica pudo 

adherirse a las células Caco- 2/TC7. 

 

Palabras claves: Expeller de soja, Lactobacillus casei, digestión gastro intestinal. 

 

 

1. Introducción 

 

La soja (Glycinemax) es la semilla oleaginosa más comúnmente cultivada en el 

mundo debido a su alto contenido de proteínas, que es importante para las dietas de 

humanos y animales criados para el consumo humano (Carvalho, 2012). Los 

subproductos oleaginosos son los residuos sólidos resultantes de la extracción de aceite 

de granos por presión o solventes. Estos residuos son denominados expellers cuando 

provienen de la extracción de aceite por presión (prensa y/o extrudado y prensa). El 

expeller esun concentrado con un importante contenido proteico (por lo general entre 40 

y 47% sobre sustancia seca). Desde el punto de vista de la nutrición animal los expellers 

y las harinas de soja en sus diferentes formas, son alimentos de alto valor alimenticio 

porque representan la principal fuente de proteína (y de aminoácidos esenciales) para 

muchas especies de interés comercial: aves, cerdos y ganado de leche y carne (Gallardo, 

2005). 

 

El desarrollo de nuevos alimentos que contienen probióticos ha despertado un 

interés creciente en los últimos años. La Organización de las Naciones Unidas para la 

Agricultura y la Alimentación y la Organización Mundial de la Salud definieron los 

probióticos como "microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades 

adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped". Lactobacillus y 

Bifidobacterium, , son los géneros con mayor representación de cepas probióticas.Los 

probióticos deben ingerirse en una cantidad suficiente de bacterias vivas (al menos 10
6
-

10
7
 UFC / g) para brindar beneficios para la salud (Boylston y Vinderola et al., 2004). 
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La exposición a condiciones gástricas e intestinales a lo largo de la digestión es 

el principal estrés que afecta la viabilidad de los microorganismos probióticos ingeridos 

(Liong y Shah, 2005).Los experimentos de adhesión in vivo son difíciles de realizar, por 

lo tanto, se han desarrollado varios modelos in vitro para evaluar esta propiedad. Estos 

métodos se basan en el uso de matrices como las proteínas de la membrana mucosa 

(colágeno, laminina, fibronectina, etc.) y diferentes modelos de epitelio intestinal como 

línea celular Caco-2. (Bengoa, A.A., 2018). 

 

El objetivo de este trabajo fue estudiar y determinar la supervivencia de L. 

casei soportado en el ingrediente a base de expeller, durante el almacenamiento a 25°C 

evaluando, además, la resistencia gastrointestinal y la capacidad de adhesión in vitro. 

 

 

2. Materiales y métodos 

 Los recortes de expeller fueron donados por R-Mix SRL proteico. Urdinarrain 

(Entre Ríos), los cuales se molieron (D-56 Moulinex, Buenos Aires, BA, Argentina) y 

tamizaron en un juego de tamices (Zonytest, Rey Ronzoni S.R.L., Bs As. Argentina). 

Obteniendo las siguientes fracciones en cuanto al tamaño de partícula promedio: 

630,00; 393,75 y 175,50 µm. Las distintas fracciones, con un contenido de humedad 

final de 5,5% fueron almacenadas en bolsas al vacío a -18 °C y descongeladas antes de 

su uso, (sistema EN). Otros materiales utilizados fueron: suero de queso en polvo 

(Mastellone, Buenos Aires, BA, Argentina), agar y caldo (MRS) (BiokarDiagnostics, 

Beauvais. OI, Francia) y los reactivos químicos utilizados fueron de grado analítico 

(Research AG. S.A. Argentina). 

2.1 Preparación del inóculo y Recuento de Células Viables 

El inóculo se preparó mediante la transferencia de 1 ml del cultivo madre crio-

conservado conteniendo L. casei, en un matraz de 250 ml que contenía 30 ml de caldo 

MRS estéril. El cultivo de células se incubó a 37°C durante 20 h en una cámara 

(Inquilab I-290, Argentina) con agitación constante de 120 rpm (Vicking, Argentina). El 

inóculo se consideró adecuado para los ensayos, cuando presentó al menos 9,00 log 

UFC/ml de Lactobacillus casei. 

El recuento de bacterias lácticas, en los distintos ensayos y diferentes sistemas,se 

llevó a cabo en agar MRS, incubando las placas a 37°C por 48 horas. 
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2.2 Preparación del sistema  

Tomando como base estudios previos (Castellanos y col, 2016), se optimizaron 

las condiciones para la preparación de un medio a base de expeller de soja. Brevemente, 

se preparó un sistema con (≈1,0000 g) de expeller seco tamaño de partícula promedio 

(≈393,75 µm), 4,74 cm
3 

de agua destilada y 0,32 g de suero de queso. Posteriormente, 

los tubos se esterilizaron 120ºC durante 15 minutos y se enfriaron. Seguidamente,se 

inoculó con una suspensión de L. casei de ≈ 10
3
 UFC/cm

3
 de caldo MRS (Biokar, 

Francia). Luego de 20 h se centrifugó, lavó y deshidrató obteniendo la fracción Expeller 

de soja Inoculado (sistema EI). Un sistema control, Expeller Control (sistema EC), fue 

llevado a cabo del mismo modo sin inocular. 

2.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

La estructura de los sistemas se caracterizó mediante microscopía electrónica de 

barrido (SEM). Las muestras fueron montadas en el portamuestras del equipo con la 

ayuda de cinta adhesiva doble faz y metalizadas por bombardeo iónico con una capa de 

oro (CressingtonScientific Instruments 108 Sputter, UKA). Las micrografías se 

obtuvieron utilizando un microscopio electrónico de barrido (Zeiss Supra 40, Alemania) 

operado a un voltaje de aceleración de 3 kV. 

 

2.4 Condiciones gastrointestinales simuladas. 

La resistencia de L. casei a las condiciones gastrointestinales simuladas se 

evaluó en el sistema EI reconstituido en agua bidestilada estéril. El ensayo se realizó de 

acuerdo con Genevois, 2016; con algunas modificaciones. 

En el procedimiento gastrointestinal simulado se incluyó tres pasos: digestión 

bucal, gástrica e intestinal. Brevemente, se reconstituyeron 0,5 g de EI que contenía 9,0 

± 0,1 log (CFU g
-1

) de L. casei con 9,0 ml de agua bidestilada estéril, y por 2 minutos se 

agitó en vortex(MSI minishaker IKA®, Campinas, SP, Brasil). Inmediatamente, se lleva 

a 37°C con agitación orbital a 0,32 x g durante 30 min. Luego, fue mezclado con 2,5 ml 

de saliva artificial [NaCl (6,2 g L
-1

), KCl (2,2 g L
-1

), CaCl2 (0,22 g L
-1

), NaHCO3 (1,2 g 

L
-1

)], seguido de agitación durante 2 min con vortex. Inmediatamente, la digestión 

gástrica se realizó mediante la adición de 15mL de una solución de HCl-pepsina 

[pepsina al 0,3% (p/v) (Merck, 0,7 FIP-U/mg) en HCl 0,01 N] seguido de incubación a 

37°C (I-290, INGELAB, AR) con agitación orbital a 120 rpm durante 1:45 h. 

Posteriormente, se ajustó el pH a las condiciones intestinales, 7,5-8,0 con una solución 

estéril de NaOH 2 M, y finalmente, se adicionó 15mL de solución intestinal (KH2PO4 
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0,05 M) conteniendo sales biliares (0,6% p/v). Luego, se llevó a 37°C con agitación 

orbital a 120 rpm durante 1:45 h. El proceso gastrointestinal simulado se realizó al 

menos por duplicado y la viabilidad de L. casei se determinó mediante conteo de placas 

en agar MRS al final de la digestión gástrica e intestinal. 

2.5 Cultivo celular Caco-2 / TC-7 y ensayo de adhesión 

Las condiciones de crecimiento del cultivo celular y los ensayos de adhesión se 

llevaron a cabo de acuerdo con Golowczyc et al. (2007) Brevemente, se incubó una 

monocapade células Caco-2 / TC-7 con 0,5 ml de suspensión de lactobacilos 

rehidratados (2 × 10
8
 UFC / ml de PBS) y 0,5 ml de medio de adhesión 

DulbeccomodifiedEagle’sminimalessential médium (DMEM), sin antibióticos ni 

suplementos, durante 1 hora a 37 ° C en atmósferas de 5% CO2-95% de aire. Luego, la 

monocapa se lavó y se lisó (40-50 min) agregando agua destilada estéril. Para 

determinar la cantidad de lactobacilos viables adheridos a las células Caco-2 / TC-7, 

diluciones apropiadas en triptona al 0.1% (p / v) (BiokarDiagnostics) se sembraron en 

agar MRS y se realizaron recuentos de colonias después de 48 h de incubación. Los 

experimentos se realizaron por triplicado.  

2.6 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los resultados se realizó mediante análisis de la 

varianza (ANOVA) con un nivel de significancia (p) menor a 0,05 seguido por un 

método de diferencia mínima significativa (LSD) de Fisher para discriminar entre las 

medias. Para el análisis estadístico se utilizó el programa StatgraphicsCenturion XV (V 

2, 15,06, 2007, USA). 

 

3. Resultados y discusión 

En la Figura 1se observa, la viabilidad de L. casei, así como el porcentaje de 

supervivenciadespués de las condiciones simuladas de digestión gástricae 

intestinal,soportadoen expeller (sistema EI), durante un almacenamiento durante 42 días 

a una temperatura de 25°C.La viabilidad deL. casei mostró un recuento inicial de 

8,3±0,7 log (UFC.g
-1

), manteniéndose sin modificaciones (p<0,05)hasta los 14 días, 

después de este tiempo el probiótico registró una disminución leve pero significativa 

(p<0,05). El recuento al final de los 42 días fue de 6,1±0,6 log (UFC.g
-1

). De acuerdo 

con las normas internacionales y locales, un alimento debe contener un recuento viable 

de microorganismos probióticos >10
6
log (UFC.g

-1
). (FDA, EFSA y ANMAT). 
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La resistencia del probiótico a las condiciones gastrointestinales simuladas se 

mantuvo entre el 62 y el 94 % a lo largo de los 42 días de almacenamiento; mientras que 

las células libres de L. casei provenientes de un inóculo fresco con un recuento inicial 

de 8,3±0,6 log (UFC.g
-1

) lograron sobrevivir soloen un 40%. 

 

 

Figura 1. Porcentaje de supervivencia del Lactobacillus casei después de las condicionessimuladas 

dedigestión gástrica (■DG) e intestinal (■DI) enexpeller de soja inoculado (EI) ylas UFC/g de fibra del 

recuento antes de la digestión; a lo largo del almacenamiento a 25°C. Células libres corresponden a un 

cultivo de L. casei en caldo MRS de 24 horas, antes de la digestión (□).  

Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05): mayúsculas entre los recuentos antes de la 

digestión; minúsculas entre los porcentajes de resistencia a la DG; y números entre los porcentajes de 

resistencia a la DI. 

 

 

En la Figura 2 a y b se muestran las imágenes microscópicas de (EI)luego de la 

deshidratación al vacío. Se puede observar la adherencia del probiótico a la matriz 

vegetal, aun cuando se realizaron lavados con agua destilada estéril, lo que indica una 

buena inmovilización (Figura 2b). La inmovilización celular se produjo por el 

atrapamiento de las célulasen las estructuras porosas y vacías que se encuentran en la 

matriz vegetal(Xiudong 2016)(Figura 2a). 
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Figura 2. Microscopía electrónica de expeller control (EC) (a) y de células de L. casei adheridas  

a la matriz vegetal de expeller inoculado (EI) (b)deshidratado al vacío. 

 

La Figura 3 muestra el recuento de L. casei antes y después del ensayo de adhesión. 

Cabe destacar que la muestra de EI utilizada en el ensayo tenía 20 días de 

almacenamiento mostrando un recuento celular de 6,6±0,4 log (UFC.g
-1

). A fines 

comparativos, se preparó caldo MRS fresco (24 hs de incubación) conteniendo la misma 

cantidad (p>0,05) del probiótico 7,5±1,1 log (UFC.g
-1

), sistema CL. En ambos casos, EI 

y CL, pudo verificarse la adhesión del L. casei a las células Caco-2/Tc7; siendo del 

38±2% en el primer caso, EI y del 78±6% en el segundo caso, CL. Ello representa que 

parte de las células presentes en EI, serían capaces de adherirse al epitelio intestinal, a 

pesar de encontrarse inmovilizadas en el tejido vegetal. 

 

Figura 3. Adhesión de Lactobacillus caseien células Caco-2 / TC-7 en Expeller Inoculado (EI) 

deshidratado al vacío y células libres (CL) como control. 
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Letras diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05): mayúsculas entre los recuentos antes de 

la adhesión celular; minúsculas entre los recuentos después de la adhesión; y números entre los 

porcentajes de adhesión a las células Caco- 2/TC7. 

 

4. Conclusiones 

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede concluir que la cepa 

probiótica L. casei se encontró viable durante los 42 días de almacenamiento a 

25°C, mostrando recuentos dentro del rango exigido por la regulación vigente. La 

resistencia de la cepa de L. casei a las condiciones gastrointestinales in vitro mejoró 

notablemente cuando estuvo soportada en la matriz vegetal y se mantuvo a lo largo 

del almacenamiento. A pesar de la inmovilización, cerca del 40% del log UFC.g
-1

 de 

la cepa probiótica pudo adherirse a las células Caco- 2/TC7. 
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