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RESUMEN

Objetivo. Evaluar preliminarmente in vitro algunas propiedades probidticas de dos cepas
nativas de S.cerevisiae. Materiales y métodos. Las cepas fueron utilizadas en ensayos de
tolerancia a sales biliares, pH, temperatura, adherencia a Salmonella spp., E.coli y Shigella
spp., Y antagonismo. Se realizé un disefio factorial 3% x 3, con tres niveles de cada factor
(cepa, pH y concentracion inicial de sustrato) por triplicado, para establecer las condiciones
de cultivo de cada cepa. Como control se empleé una cepa comercial (B). La cepa seleccionada
se empled para la produccion en biorreactor de 2L; la biomasa fue sometida a secado por
temperatura; al producto resultante se le determin6 concentracion de N, y la viabilidad
celular. Resultados. La cepa A (obtenida de cafa de azucar), toleré pH 3 = 0.2, 0.3% (p/v)
de sales biliares y 42°C. El ANOVA del disefio factorial reporté diferencias significativas entre
los 27 ensayos (p<0.05), el analisis de superficies reportd que la interaccidon entre los
factores cepa y Sustrato (S,) son significativos, sugiriendo para la optimizacion la cepa Ay
concentraciones crecientes de S,. Los resultados se reprodujeron en biorreactor con
m_0.31h", td 2.18h y Y s 0.1269g/g; la biomasa seca obtenida fue viable y reporté entre
6.3y 6.9% N_/g. Conclusiones. Se identificaron levaduras nativas con propiedades probioticas
como tolerancia a pH, sales biliares, temperatura y adherencia a Salmonella spp., E.coliy
Shigella spp.

Palabras clave: Saccharomyces cerevisiae, probioéticos, superficie de respuesta.
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ABSTRACT

Objective. To evaluate probiotic properties of two native strains of S. cerevisiae. Materials
and methods. Strains were used in assays for tolerance to biliary salts, pH, temperature
and adhesion to Salmonella spp., E. coli and Shigella spp. and antagonism. A 3% x 3 factorial
design was used, with three levels for each factor (strains, pH and initial concentration of
substrate (S )) by triplicate, to establish the culture conditions for each strain. A commercial
strain (B) was used as control. The selected strain was cultured in a 2L bioreactor; the
biomass was dryed by temperature and the resulting product was assayed to determine N
concentration and cellular viability. Results. Strain A (from sugar cane), tolerated pH 3 £
0.2, 0.3% (w/v) of biliary salts and 42°C. The factorial ANOVA found significant differences
between the 27 assays (p<0.05) and surface analysis found that the interaction between
factors strain and S was significant, suggesting for the optimization process the use of
strain A and increasiﬂg concentrations of S . Results were reproduced in bioreactor with my
0.31h-1, dt 2.18h and Y(x/s) 0-1269/9. tffe dry biomass obtained was viable and yielded
between 6.3 and 6.9% N»/g. Conclusions. Native strains were identified with probiotic
properties such as pH, biliary salt and temperature tolerance, and adherence to Salmonella

spp., E .coli and Shigella spp.

Key words: Saccharomyces cerevisiae, probiotic, answer surface.

INTRODUCCION

Desde la antiguedad los microorganismos se
han utilizado para producir alimentos, de esta
manera han formado parte integral de la dieta
del hombre y de los animales, probablemente
los primeros alimentos que contenian
microorganismos fueron las leches
fermentadas cuyo consumo permanece
actualmente. La verdadera importancia de
los microorganismos fue comprendida a
comienzos del siglo pasado. Levaduras como
S. cerevisiae y Pichia pastoris han sido
empleadas para la produccion de proteina
unicelular (SCP) por ser reconocidas como
seguras (GRAS), por poseer una alta
velocidad de multiplicacién, por ser capaces
de emplear un gran variedad de fuente de
carbono, por no producir compuestos
toxicos, por presentar un contenido de
proteina cruda entre 55 y 60% del peso
seco; lo que ha permitido que sean
aceptadas como alimentos o piensos (1, 2).

A nivel mundial la produccién de biomasa a
partir de levaduras se ha incrementado con
diversos fines, entre ellos la fabricacion de
preparados probidticos. La palabra probidtico
significa “para la vida”, estos biopreparados
son confeccionados a base de cultivos
microbianos cuya funcion es estimular la flora
gastrointestinal en animales y humanos.

Algunos de los efectos probidticos reportados
son la produccion de enzimas, vitaminas y
aminoacidos, la adherencia a
microvellosidades intestinales y por exclusion
competitiva desplazan a los microorganismos
patdogenos. El efecto antagodnico sobre los
mismos, la regulacion del pH y disminucion
del potencial redox, la produccion de
bacteriocinas, el aumento en la asimilacion
de los alimentos, la reduccion de los niveles
de colesterol, la estimulacion del sistema
inmune y la aceleracion del reinicio de la
actividad ovarica post-parto en vacas, entre
otros (3-5).

Para la produccién de SCP a partir de
levaduras, se han estudiado cepas de S.
cerevisiae subespecie boulardii, demostrando
que estas producen beneficios en el tracto
gastrointestinal de los animales
monogastricos, impidiendo la adherencia de
bacterias patdégenas al tracto digestivo,
inhibiendo las toxinas bacterianas y
promoviendo condiciones favorables para el
crecimiento y produccién de bacterias acido-
lacticas (2).

En animales monogastricos los probidticos a
base de levaduras han sido suministrados
simultaneamente durante la administracion
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de antibidticos, durante cambios de
formulacién en las dietas, durante procesos
diarreicos y en general, en todos aquellos
procesos que promuevan la disminucion de
la microflora intestinal; lo cual ha sido
reevaluado cuando se emplean bacterias
acido lacticas (BAL).

En Colombia el uso de este tipo de
biopreparados a partir de cepas nativas de
levaduras puede ser una alternativa valida,
ya que disminuiria la produccién a gran escala
menos dependiente de productos importados
que generan mayor inversion. El objetivo de
este trabajo fue evaluar preliminarmente “in
vitro” algunas propiedades probidticas de
dos cepas nativas de levaduras.

MATERIALES Y METODOS

Sitio y lugar de estudio. El trabajo fue
desarrollado en el Laboratorio de
Biotecnologia Aplicada, Grupo de
Biotecnologia Ambiental e Industrial,
Departamento de Microbiologia, Facultad de
Ciencias, de la Pontificia Universidad
Javeriana. Bogota, Colombia.

Conservacion de cepas. Se utilizaron tres
cepas de S. cerevisiae., aisladas y
recuperadas a partir de diferentes fuentes;
la cepa A fue obtenida de cafa de azucar,
la cepa B (cepa control) a partir de un
producto probiético comercial y la cepa C
aislada de Vid. Todas las cepas fueron
conservadas en Banco de Células Primario
(BCP) en caldo YPG (Extracto de levadura
1% (p/v), Peptona 2% (p/v), Glicerol 30%
(p/v)) a -70°C (6).

Tolerancia a sales biliares, pH vy
temperatura. La capacidad probiodtica de
las levaduras se evalu6 a través de pruebas
de toleranciaa pH (3,4,5,6 y7 +£0.2),y
sales biliares (0.05, 0.10, 0.15 y 0.30%
(p/v)), empleando el método ecométrico
modificado (7). El indice de crecimiento
absoluto (ICA) se determiné sobre agar YPD
tomando como control cada cepa sembrada
en medio YPD sin sales biliares y pH
7.0 = 0.2 las cuales deberian reportar ICA
superior a 4.0. La tolerancia a la temperatura
se midié empleando el método ecométrico
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modificado y las temperaturas evaluadas
fueron 28, 37 y 43°C & 1. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado y se incubaron a
30°C excepto para la tolerancia a
temperatura, durante 24 h (8).

Prueba preliminar de inhibicion de la
adherencia de patdgenos. La prueba se
realiz6 sembrando cada cepa en agar YPD,
a 30°C 200 r.p.m., durante 24 h,
posteriormente se realizaron sub-cultivos en
10 ml de tampon fosfato PBS, suplementado
con glutaraldehido 1 mg/mly se incub6 1 h
a 28°C. Pasada la hora se lavo 3 veces la
biomasa con PBS, se centrifugé 10 min a
5000 g, el precipitado fue resuspendido en
5 ml de PBS suplementado con glicina 10
mg/ml y se incubé 30 min a 28°C, se
centrifugo por 10 min a 1000 g; el precipitado
fue resuspendido en 3 ml de PBS
suplementado con NaN, 0.02% (p/v) y se
conservo a 4°C.

Las suspensiones de los patdgenos E. coli,
Salmonella spp., y Shigella spp., se
prepararon en caldo BHI a concentracién
15x108 células/ml. La concentracion de las
levaduras obtenidas en el paso anterior fue
ajustada a 3x108 células/ml. Posteriormente
se mezclaron 20 ml de cada patégeno,
20 ml de cada levaduray 10 ml de PBS; las
mezclas que fueron incubadas a 37°C. La
reaccion de adherencia fue seguida entre
1y 10 hy el numero de bacterias adheridas
a la levadura fue estimado
microscopicamente empleando coloracion de
Gram. Para este calculo se contaron 20
levaduras en cada observacion (9).

Pruebas de antagonismo. Se prepar6 una
emulsion (108 UFC/mI) a partir de cada cepa
de levadura en caldo YPD, las muestras
fueron incubadas a 30°C, 200 r.p.m durante
24 h. Se centrifugaron a 5000 g., y 4°C,
resuspendiendo el “pellet” en 0.5 ml de agua
peptonada al 0.1% (p/v) (9). Salmonella
spp., Escherichia coli y Shigella spp., fueron
cultivadas en caldo BHI a 37°C, durante
12 h a 200 r.p.m. A partir de estos cultivos
se realizaron siembras masivas sobre agar
Mueller Hinton. Para la prueba de
antagonismo una vez sembrados en
superficie los patdgenos, se perforaron pozos
de 5 mm de diametro en el agar, en los cuales
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se adicionaron 10 ml de la suspension de
células de cada una de las levaduras. Las
cajas fueron incubadas a 37°C entre 24-
48 horas. Posteriormente se midieron los
halos de inhibicion del crecimiento, como
control negativo se utilizé agua peptonada
al 0.1% (p/v) y como control positivo se
emplearon sensidiscos de penicilina 100
mg/ml. El ensayo se realizé por triplicado
para cada una de las cepas (9). De la
misma manera las levaduras Ay C fueron
enfrentadas entre ellas.

Curvas de crecimiento en erlenmeyer
agitado y analisis estadistico. Para el
estudio cinético de crecimiento se realiz6
un disefio factorial 3®*x 3, en el cual se
emplearon 3 factores (cepa, pH vy
concentraciéon de glucosa inicial tedrica) y
tres niveles de cada una de los factores,
cepas (A, B y C), pH inicial (7.0 = 0.2,
6.0 £ 0.2y 5.0 £ 0.2) y concentraciones de
glucosa inicial teérica (10 g/l, 20 g/l y
30 g/l) por triplicado; de esta manera se
definieron 27 tratamientos (Tabla 1). Para el
disefio de los experimentos se empled el
programa Desig-Expert 6.0.6- 2002.

La variable dependiente considerada para ver
el efecto de los tratamientos fue la
concentracion de biomasa seca en g/l la cual
fue medida durante 20 h a intervalos de 2 h.
La densidad o6ptica DO, fue transformada
a peso seco segun la ecuacion 1 y la
concentracion de glucosa residual fue
medida cada 2 h. Para la determinacion de
azucares reductores se empled la técnica
del acido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) descrita
por Miller (10); los g/L de glucosa fueron
obtenidos a través de la ecuacion 2.

Con estos datos se calculd el rendimiento
biomasa/sustrato, Y(X,S)) (g/9). En todos los
analisis las réplicas fueron manejadas
independientemente. Los cultivos fueron
realizados en erlenmeyer agitado de 500 ml
con 100 ml de medio. El in6culo fue cultivado
en YPD y crecido toda la noche a 30°C,
200 r.p.m. Para el andlisis estadistico y para
determinar la velocidad especifica de
crecimiento m,, (h-1) y el tiempo de
duplicacién td (h), los datos de biomasa
fueron transformados logaritmicamente
segun la férmula 3.
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Formula 3, donde:

X, representa la biomasa (g/I) en la Oh del
proceso (una vez inoculado)

X representa la biomasa (g/l) en cada una
de las horas del proceso.

Los demas parametros cinéticos fueron
calculados segun las formulas siguientes:

_ldx .
#['r:l - ;E -
td = Lni2) (5

Hiy
o
fw=o ©

Una vez transformados logaritmicamente se
analizé la normalidad de los datos por
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov.
Verificada la normalidad, los datos fueron
sometidos a un anélisis de ANOVA, para el
cual se empleo el paquete estadistico SPSS
12.0 y se fijé un nivel de significancia de
0.05; las hipétesis planteadas fueron las
siguientes:

Ho: =, =u,=...=u

Hi: al menos una de las medias es diferente
Si p > 0.05 se acepta la Ho.

S| p< 0.05 se rechaza la Ho.

Los datos de Mo (h1) y concentracion inicial
de glucosa (S,) fueron introducidos en el
paquete estadistico SIMFIT 5.4, (11), para
la estimacion de la velocidad maxima de
crecimiento u(max)(h'l) y la constante de
afinidad por el sustrato Ks (g/l) a partir de
las combinaciones de pH y cepa.
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La superficie de respuesta del disefio factorial
fue analizada en Statistica 6.0. Los niveles
(bajo, medio y alto) de los factores
estudiados fueron introducidos de manera
nominal; X, (cepas C, Ay B), X, (pH inicial
5.0,6.0y7.0+0.2)y X,(S,1049/1,209/ly
30 g/l). Como variable de respuesta se
empleé la biomasa (g/l) transformada
logaritmicamente segun la formula 3.

Curvas de crecimiento en biorreactor de
2l. Las condiciones del pre-indculo e in6culo
fueron las empleadas en los ensayos
anteriores. El cultivo se realizé con la cepa
que mostré propiedades probidticas
superiores o iguales al control (Cepa B) y
fue mantenido a 30°C, 150-200 r.p.m.,
2 v.v.m., en caldo YPD ~24 g/I de glucosa,
el seguimiento se realiz6 cada 2 h hasta
completar las 20 h de cultivo. Los azucares
reductores totales residuales se midieron por
DNS (10) y la DO, ., fue empleada para
calcular la concentracion de biomasa seca
g/l (Férmula 1). La representacion grafica
de los resultados se logré a través del
paquete LSigmaPlot 10.0, 2006.

Secado de la biomasa y determinacion
del porcentaje de viabilidad. La biomasa
obtenida en el biorreactor fue lavada tres
veces con soluciéon salina (NaCl 0.85%
(p/Vv)), centrifugada a 5000 gy resuspendida
en solucién salina. Para determinar la
viabilidad (UFC/g de biomasa) se realizaron
recuentos por siembra en superficie en agar
YPD a partir de diluciones seriadas de la
suspension de células. Cinco mililitros de la
suspension de levaduras fueron depositados
en una caja de petri estéril (previamente
pesada). Como control se emplearon 5 ml
de solucién salina en una caja de petri
(previamente pesada); el peso de la biomasa
himeda (g) se determind por la diferencia
de peso (tara) entre la caja de petri con
solucién salina y la caja de petri con la
suspension de levaduras. Posteriormente se
evaluaron dos temperaturas para el secado
de la biomasa (37 y 42°C = 1) con el fin de
determinar el tiempo de secado (12).

Después de secar y pesar la biomasa fue
resuspendida nuevamente en solucién salina
sembrada en agar nutritivo para evaluar el
efecto de la temperatura de secado sobre
la viabilidad celular.
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Determinacion del contenido N, de la
biomasa obtenida. La determinacion de N,
se llevé a cabo mediante el método de
Kjeldahl. El contenido de proteina total se
determind midiendo el contenido de nitrégeno
aminico seguin la Norma Técnica Colombiana

1982 (13).

RESULTADOS

Las cepas Ay C mostraron tolerancia a todas
las concentraciones de sales biliares
evaluadas. En contraste con la cepa B en la
cual disminuyo el ICA (Tabla 1) en todas las
concentraciones ensayadas. En las pruebas
de tolerancia a pH se observa que la cepa
A, generd valores superiores de ICA en todos
los pH evaluados, la cepa C también muestra
alta tolerancia en Ilos rangos de
3.0 -7.0 = 0.2, en contraste con la cepa B
la cual disminuyd notablemente el ICA en
todos los rangos de pH (Tabla 2). Las
pruebas de tolerancia a temperatura mostré
valores de ICA superiores a 4 para las tres
cepas a 28 y 37°C = 1 a diferencia de los
resultados encontrados a 42°C + 1, donde
el ICA disminuy6 de manera considerable para
las cepas By Cy ligeramente para la cepa A
(Tabla 2, Figura 1).

La prueba de inhibicién de la adherencia de
los patdégenos mostré relaciones maximas
(patégeno:levadura) de 20:1 (E.coli: Cepa
A) 3 h, 5:1 (E.coli: CepaB) 3 h, 20:1 (E.coli:
Cepa C) 4 h, 18:1 (Salmonella spp.: Cepa

Figura 1. Método ecométrico modificado (9).
Prueba de tolerancia a sales biliares. 0.1% (p/
V) (A). Prueba de tolerancia a pH 3.0 +£ 0.2
(B). Prueba de tolerancia a 28°C (C) Cepa A.
Agar YPD.
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Tabla 1. Tratamientos resultantes del disefio factorial 3 x 3

Tratamiento Cepa

pH=*=0.2

Medio/Conc. Glucosa % (p/Vv)

—

=

A 7

N N N N N N ] T = B = = B P = P = © [ ~ o o IN w N
=3 a EN w N B o © ® ~ o o IS w N [ S}

4 4 =4 A4 =4 =4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A4 A A A A A A A A A A4 - -

N
N

YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3
YPD/1
YPD/2
YPD/3

A) 7 h, 7:1 (Salmonella spp.: Cepa B) 3 h,
12:1 (Salmonella spp.: Cepa C) 4 h, 15:1
(Shigella spp.: Cepa A) 4 h, 20:1 (Shigella
spp.: Cepa B) 4 h, 4:1 (Shigella spp.: Cepa
C) 3 h; lo que demostré que las cepas Ay C
tienen mas afinidad por E.coli y Salmonella

spp., Y que las cepas A y B tienen mayor
afinidad por Shigella spp. Las adherencias
promedio fueron 18:1, 11:1y 12:1 para las
cepas A, B y C respectivamente (Figura 2).
No se observaron halos de inhibicion del
crecimiento generados por las cepas en

Tabla 2. Indice de crecimiento absoluto (ICA), como indicador de tolerancia a sales biliares, pH

y temperatura.

Sales Biliares % (p/ V) pH + 0.2 Temperatura £+ 1°C
Cepas
0.05 0.10 045 030 3.0 4.0 50 60 7.0 &0 28 =7 42
A 4.0 49 45 50 |50 47 5.0 50 48 42| 5.0 4.2 3.8
B 13 1.2 1.7 26 | 37 33 32 3.6 42 14| 4.8 4.0 2.6
41 3.7 4.0 46 |48 5.0 4.8 4.6 48 29| 4.8 4.5 1.7
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Figura 2. Microscopia Optica 100x, tincion de Gram. Prueba de adherencia entre E.coli y

Saccharomyces: A (cepa A), B (cepa B).

estudio (A, B y C) frente a ninguno de los
patogenos estudiados y tampoco entre las
cepas A y C. Los sensidiscos de penicilina
(P100 ng) empleados como control mostraron
halos de inhibicién del crecimiento de
10 mm frente a los patdgenos ensayados.

La tabla 3 muestra los resultados de las

cinéticas de crecimiento en erlenmeyers
agitados de los 27 tratamientos realizados.
Las S, experimentales presentaron
desviaciones estandar entre 0.83 y 2.85 y
coeficientes de variacién entre 8 y 11%.
Para el calculo de las u_, vy las Ks se
emplearon los datos experimentales. Los

Tabla 3. Datos promedio y parametros cinéticos de los cultivos en erlenmeyer agitado.

pH Final Glucosa

1r-[3'5."5]

Tratamiento + 0.2 Exp. g/| a/g [T | td(h) pooo ™ Ks{g/D)
T, 9.13 0.288 0.252 2.746
Tz 6.00 19.09 0.191 0.284 2.445 0.393 5.2594
T 5.00 26.21 0.123 0.311 2.228
Ta 9.13 0.287 0.248 2.792
Ts 5.50 19.09 0.185 0.280 2.480 0.333 3.345
T: 4,75 26.21 0.124 0.301 2.301
T- 9.13 0.245 0.240 2.894
Ta 4.50 19.09 0.142 0.310 2.239 0.463 0.238
Ts 26.21 0.125 0.320 2.169
Tia 6.17 9.13 0.202 0.187 3.713
Ti1 5.00 19.09 0.1382 0.248 2.796 0.370 8.208
Tiz 5.17 26.21 0.115 0.273 2.538
Tiz 9.13 0.184 0.202 3.426
Tis 5.50 19.09 0.195 0.266 2.604 0.582 23.400
Tis 4.67 26.21 0.089 0.270 2.068
Tis 9.13 0.184 0.197 d.024
Tiz 4,50 19.09 0.157 0.320 2.1635 0.518 13.63
Tz 4.00 26.21 0.091 0.299 2.320
Tis 6.33 9.13 0.272 0.215 3.230
Tza 6.00 19.09 0.171 0.284 2.443 0.381 6.336
Ta1 5.17 26.21 0.136 0.291 2.386
Taz 9.13 0.265 0.216 3.205
Tzs 5.50 19.09 0.157 0.263 2.636 0.368 5.157
Tza 4.67 26.21 0.131 0.284 2.438
Tz 9.13 0.259 0.215 3.219
Tas 4.50 19.09 0.151 0.253 2.743 0.386 6.165
Tiz 4,17 26.21 0.121 0.265 2.615
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tratamientos T, T,, T, T,, ¥y T,
mostraron’Y ligeramente superiores, sin
embargo las u, encontradas en los
tratamientos T,-T,, T, T,, T,, 79, T, T,,,
T T Tig T Tous T ¥ T,, fueron muy
similares. EI ANOVA entre las diferentes
horas de la cinética y entre los
tratamientos demostro diferencias
significativas (p<0.05) vy llevé al rechazo
de Ho.

Para el calculo de la p__ (h™) y la Ks (g/1)
se agruparon los resultados de S_ (g/1) y m_
(h-1) de los tratamientos en los cuales las
variables independientes (cepay pH inicial)
coincidian (Tabla 3). De esta manera se
encontraron p__ superiores para la cepa B
apH5y 6 +0.2; sinembargo, las cepas Ay
C pese a mostrar p__ (h™) muy similares
tuvieron diferencias en cuanto a la afinidad
por el sustrato (Ks); se encontré que a las
condiciones de experimentacion la cepa con
mayor afinidad por el sustrato fue la cepa A
apH6+0.2(T,-T,), conunaKs de 3.35 g/
I. Se destaca que bajo las condiciones de
experimentacion lacepaBapH5y 6 +0.2
presenté menor afinidad por el sustrato al
tener valores de Ks altos.

El analisis de la interaccion X, vs., X,, fue
altamente significativo y demostré que el
nivel medio de X, y el nivel maximo X,
generaron una superficie de respuesta
superior bajo las condiciones del ensayo
(Figura 3). De otro lado, se demostré que
las variaciones en X, no generaron superficies
de respuesta a considerar en ninguno de los
niveles (resultados no mostrados).

Teniendo en cuenta los resultados de las
propiedades probidticas, lay _ (h™") ylaKs
(g/1) encontrada en erlenmeyer agitado se
seleccion6 la cepa A para la produccion
experimental de biomasa en biorreactor. La
S, teorica fue de 26 g/l, pH, 6 = 0.2;
parametros que correspondian a T, por haber
presentado mayor afinidad por el sustrato.
La u, () y el Y, (9/9) obtenidos en
biorreactor fueron 1igeramente superiores a
los encontrados en erlenmeyer agitado, pese
a que S  experimental fue ~24 g/l; dos
gramos menos que la concentracién
experimentada en T,. La cinéetica de
crecimiento y el consumo de sustrato se
muestra en la figura 4.

REVISTA MVZ CORDOBA + Volumen 13 (1), Enero - Abril 2008

LMED) = -2032 069 +40 0395 +0,0476%y-0,197 %™+ 0005™ -0 0024™y ™y

L R
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Figura 3. Superficie de respuesta medida
como Biomasa (g/l) transformada a Ln(X/X).
Muestran los dos factores (cepas,
concentracion de glucosa) de mayor influencia
en sus tres niveles sobre la superficie de
respuesta.

La biomasa de la cepa A obtenida en
biorreactor fue empleada para las pruebas
de secado a dos temperaturas diferentes.
Los valores de viabilidad, la pureza, los
gramos de biomasa seca obtenidos y el
porcentaje de N,/g de biomasa seca se
observan en la tabla 4. La recuperacion de
biomasa seca fue 1.5 veces mayor a
42 + 1°C, aunque se perdio algo de viabilidad
y el % de N,/g de biomasa seca fue muy
similar después del empleo de ambas
temperaturas (Tabla 4).

t t t 30
Uy, =0.318h71 td =2.18h,Y, = 0.126
(%) % ko2s

F 20

r 15

Biomasa (g/L)
Glucosa (g/L)

r 10

t + t i
0 5 10 15 20

Tiempo (h)
—e— Biomasa (g/l)
—— Glucosa (g/l)

Figura 4. Curva de crecimiento de la cepa A
en medio YPD (S, experimental —24 g/I de
glucosa), pH, 6 +£ 0.2, 30 = 1°C, 250 r.p.m., y
2v.v.m.
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Tabla 4. Resultados del ensayo preliminar de secado de biomasa (Cepa A)

Tempil‘;jde Tiempo de Viabilidad UFC/ml Prl'.:lleba Biomasa % N,/ g de Biomasa seca
SeCate  cecado(h) Antesde Después de € seca (g/1) Antesde Después de
(=C) Pureza
secar secar secar secar
37 43 4.30E+13 9.20E+08 100% 1.47 8.37 6.32
42 34 3.10E+11 6.10E+08 100% 2.25 ) 6.9
DISCUSION levadura es resistente a altas

En general las levaduras han sido poco
utilizadas como probidticos, principalmente
se han utilizado microorganismos del género
Lactobacillus spp., sin embargo, existen
algunos estudios con S. cerevisiae var
boulardii que han mostrado el papel de estas
en procesos de inhibicidon de la colonizaciéon
de bacterias enteropatogenas (3). El
mecanismo de accién, aunque todavia no
ha sido bien definido, esta relacionado con
las caracteristicas bioquimicas, fisiol6égicas
y de crecimiento (14).

S. cerevisiae ha sido reportada como
suplemento en la dieta de animales
monogastricos (15), en los que su accion
probidtica reduce la presencia de
enteropatdégenos, produce cambios
favorables en la mucosa intestinal y mejora
el comportamiento productivo (16). También
se le ha reconocido la capacidad de promover
el crecimiento, aumentar la produccion de
vitamina B, ayudar a la ganancia de peso,
mejorar la digestion de algunos alimentos,
estimular el sistema inmune, mejorar la
asimilacion de nutrientes y corregir el balance
de la poblacién microbiana.

Las pruebas de tolerancia a sales biliares,
pH y temperaturas simularon los rangos
existentes en el tracto gastrointestinal,
mediante un método in vitro que permite
evaluar a nivel semicuantitativo la tolerancia
de la levadura. Los resultados obtenidos
muestran que en las 3 cepas se obtuvieron
ICA > 4.0, en las condiciones evaluadas.
Segun Ortiz et al (17) S. cerevisiae posee
proteinas integrales de membrana unidas a
ATP (proteinas ABC), responsables de la
translocacion de las sales biliares y pueden
transportar eficientemente acidos biliares
conjugados. Otro mecanismo por el cual la

concentraciones de sales biliares, se centra
en la acumulacién de polioles y glicerol, como
mecanismo para regular la presiéon osmaética
de la célula. Moser y Savage (18), indicaron
que las especies de levaduras que toleran
sales biliares contribuyen a la funcién de los
microorganismos en el tracto gastrointestinal
(19); lo cual deberad ser demostrado
posteriormente con nuestras sepas.

En relacién a la tolerancia a pH los resultados
obtenidos son comparables con los reportes
de Membre et al (20), quienes evaluaron
rangos de pH encontrando que el pH 6ptimo
estdentre3.5y5.0+0.2yquea2.5+0.2
se observa una disminucion del 30% en la
tasa de crecimiento de S. cerevisiae (6). La
tolerancia a pH puede deberse a dos tipos
de anti-transportadores de Na*/H* que posee
la levadura; Nhalp, encontrado en la
membrana plasmatica y el otro es Nhx1p,
que se localiza en el compartimiento
endosomal prevacuolar (20). Estas proteinas
catalizan el intercambio de cationes
monovalentes (Na* o K*) e H* a través de
las membranas, de tal modo que regulan las
concentraciones de cationes y pH a nivel
citoplasmatico y de organelos (21, 22). Otro
de los posibles mecanismos de regulacion es
a través de la ATPasa localizada en la
membrana citoplasmatica. Esta puede crear
un gradiente electroquimico de protones que
conduce al transporte secundario de solutos
y que estad implicado en el mantenimiento
del pH cercano a la neutralidad (23, 24).

De acuerdo con las pruebas realizadas a las
cepas nativas de S. cerevisiae, se puede
observar que cumplen con los requisitos
establecidos por Fuller (25) para ser
consideradas como posibles probidticos.
Estos requisitos son capacidad de sobrevivir
en diferentes rangos de pH, resistir
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concentraciones de sales biliares y no
disminuir la tasa de crecimiento celular a
37°C para ejecutar acciones favorables
como probidticos en el hospedero (3, 14).
El hecho de que la cepa A tenga un ICA >
4.0 aestas condiciones es favorable desde
la perspectiva de su posible utilizacion como
probidtico. Segun Domitille et al (26), en
las bacterias acido-lacticas (BAL), el
mecanismo por el cual se presenta mayor
actividad antibacteriana esta relacionado
con el pH bajo en el medio, debido a la
produccién de acidos organicos que pueden
actuar como bacteriocinas.

Uno de los criterios importantes para evaluar
la capacidad probiética de una cepa es la
habilidad para adherirse a la superficie de la
mucosa del tracto gastrointestinal ya que la
formacion de aglomerados en el epitelio,
contribuye con la exclusién competitiva de
los patdégenos, previniendo la colonizacion
de estos (14). S. cerevisiae, para adherirse
a las células epiteliales del intestino emplea
manoproteinas de la membrana celular
(adhesinas) (27). Las adhesinas tipo lectina
0 sensible a azucares se unen a un residuo
glicoconjugado especifico de superficie de
las células epiteliales del intestino (28). Esta
adherencia puede darse por unién a manosa
(adhesina Flol) 6 por uniébn a manosa,
glucosa o maltosa (adhesina nuevo Flo) (29).
Una vez adherida ejercen parte de su efecto
probiético impidiendo la adherencia de las
bacterias patégenas al competir con estas
por sustrato y sitios de adherencia.

La prueba preliminar de inhibicién de la
adherencia de los patdgenos evalud
cualitativamente la formacion de agregados
de S. cerevisiae, y la disposicion de los
patdégenos en torno a dichos agregados. Este
ensayo evidencié que después de 24 horas
de incubacién a 37°C las células de levadura
forman agregados que evitarian in vivo la
adherencia de los patégenos al epitelio
gastrointestinal.

La evaluacion mostré que los patégenos
empleados en el estudio tienen mayor
afinidad por las cepas A y C respecto a la
cepa B (control). De la misma manera la cepa
A propicié mayor adherencia de Salmonella
spp., Y E.coli y en menor proporcién de
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Shigella spp. Esta es una caracteristica
importante ya que las principales patologias
en aves de corral son las causadas por
S.gallinarum-pullorum, S. typhimurium, S.
heidelberg y S. enteritidis (30). En contraste,
la cepa control (B) evidencié menor
capacidad para propiciar la adherencia
excepto frente a Shigella spp., (patégeno
importante en humanos).

Aunque los mecanismos de accion de las
levaduras utilizadas como probidticos son
amplios, se reconoce que su accién no
solamente se debe a la exclusion competitiva
disminuyendo la adherencia del patégeno al
epitelio gastrointestinal o la capacidad de
adherirse a las microvellosidades intestinales,
sino también al antagonismo. De esta manera
las pruebas de adherencia y antagonismo
se relacionan entre si ya que ambas ejercen
la accidon antimicrobiana. Es dificil evaluar in
vitro el antagonismo ya que propiciar las
condiciones gastrointestinales es imposible.

La prueba de antagonismo frente a
patégenos demostré que ninguna de las
cepas de levaduras produce sustancias
antimicrobianas que puedan difundirse al
medio y sean capaces de contrarestar in
vitro el crecimiento de los patégenos
evaluados, lo que confirma que el mecanismo
de acciéon de las levaduras es diferente al
de bacterias como Lactobacillus spp., o
Bifidobacterium spp., que producen
bacterioriocinas y acido lactico (26). A
diferencia, las levaduras compiten por los
sitios de adherencia y por la exclusién
competitiva; lo que hace pensar que estas
son mas resistentes al ambiente
gastrointestinal siendo su colonizacion y
multiplicacion mas fructifera en comparacion
con los patdgenos.

La seleccidon de la cepa A para el estudio en
biorreactor se realizo pese a que las u__
entre las cepas A y C son similares, pero la
afinidad por el sustrato marcé la diferencia
entre estas, lo que permitié ubicarlas en
orden descenderte de afinidad A > C > B.
De otro lado, aunque no se muestran los
resultados, es destacable que el pH a las
condiciones de experimentacion no jugé un
papel importante en la produccion de
biomasa. En el analisis de superficies de
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interaccion la variable dependiente LN(X/X )
presentd variaciones significativas
Unicamente como consecuencia de la
interaccion de los factores cepa y S;
resultados que permitieron la seleccién de
T,-T, para el cultivo en biorreactor. Sin
embargo, se pudieron establecer las
condiciones adecuadas para cada cepa. De
otro lado, la ecuacién que se obtuvo al
caracterizar la superficie obtenida sugiere
un proceso de optimizacioén en el cual deben
participar X, (nivel medio), X, (en forma
variable) y X, debe encaminarse a la
busqueda de niveles superiores, evitando la
represion por sustrato.

El propésito del cambio de geometria es
examinar el comportamiento de las células;
los cambios en la capacidad de los equipos
son de menor importancia en comparacion
con la pérdida o variacion del rendimiento
que suele producirse. Incluso aunque la
geometria del reactor, el método de aireacion
el disefio del rodete y otras caracteristicas
sean similares en pequefia y gran escala el
efecto sobre la actividad de las células puede
ser importante (31). La geometria empleada
(reactor de 2l), el suministro de 2 v.v.m., y
las condiciones de cultivo extrapoladas desde
los ensayos en erlenmeyers agitados; hizo
evidente que los cambios en la agitacion y
la inyeccién de aire propiciaron: i mejora en
la superficie de contacto medio:O,, ii mejor
homogeneidad del medio, iii disminucién del
efecto vortex y iv el aumento en el
coeficiente volumeétrico de transferencia de
oxigeno (K a) (31) y pese a que el S,
experimental estuvo —~2 g por debajo de la
concentracion empleada en T,-T,, se
encontré una p,_ muy similar a la p
detectada con diferentes S y Y
similar a T,-T, (Tabla 3).

max

s también

En la actualidad en el pais aun no existe una
norma encaminada a la formulacion de dietas
suplementadas con probiéticos para
monogastricos. En sentido general cuando
se detecta que un microorganismo tiene
capacidad probiotica in vitro, es importante
evaluar la viabilidad y resistencia durante el
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procesamiento al que seran sometidos para
su posible comercializacién. Uno de los
primeros pasos para la produccién de
probidticos es el cultivo, en el cual se debe
obtener una alta concentracién de los
microorganismos a emplear y posteriormente
realizar el lavado y secado de los mismos.

En el presente estudio se evalué el
contenido de N, de la biomasa obtenida
por fermentacion discontinua en caldo YPG.
Las concentraciones obtenidas fueron
inferiores con respecto a la Norma Técnica
Colombiana (NTC 1807) en la cual se
establece que la levadura tanto humeda
como seca para consumo debe tener ~40%
minimo de proteina total (13). Sin embargo,
es importante destacar que las células
permanecieron viables y puras a lo largo
del proceso, tanto a 37°C como a 42°C
manteniéndose en la escala logaritmica de
107, siendo este un aspecto favorable en
la futura formulacién de un biopreparado.
Es de destacar que la norma que regula la
concentracién de proteinas en el
biopreparado es para productos de
consumo humano.

En este trabajo se logré identificar hasta
propiedades probidticas como la tolerancia
apH 3 =*x 0.2, 0.3% (p/v) de sales biliares,
42°C de temperatura, asi como la adherencia
a las levaduras de patdgenos tales como
Salmonella spp., E.coli y Shigella spp, pese
a que estos resultados no son evidencia de
exclusion competitiva en general los
resultados obtenidos ofrecen pautas para
optimizar el proceso biotecnolégico con el
objetivo de mejorar la concentracion de
proteinas totales en la produccion del
principio activo para un biopreparado, con
posible aplicacién probidética en
monogastricos. Entendiendo que los
mecanismos de accién de los
microorganismos con efectos probidéticos
varian entre bacterias y levaduras se ha
planteado el estudio de adherencia de las
levaduras a células de organismos superiores
(Caco-2) para simular la fijacion a las

microvellosidades del tracto gastrointestinal.
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