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El objetivo de este estudio fue evaluar la vitalidad y la viabilidad de la levadura probiética Saccharomyces
boulardii después de su congelacién y descongelacion, y el efecto del preacondicionamiento fisioldgico sobre
dichas propiedades. Los resultados indican que la velocidad especifica de crecimiento (0,3 h™') y la biomasa
(2-3 x 108 células/ml) de S. boulardii obtenida en frascos agitados tanto a 28 como a 37 °C fueron semejantes.
El cultivo de esta levadura en biorreactores en lote, utilizando glucosa o melaza de cafia de azticar como fuen-
te de carbono, alcanz6 rendimientos de 0,28 g de biomasa/g azicar consumida tras 10 h de cultivo a 28 °C,
obteniéndose resultados similares en fermentaciones en lote alimentado. Ademas, en los cultivos en lote, la
vitalidad de las células en fase de crecimiento exponencial fue mayor que la de las células en fase estaciona-
ria. En cambio, en el lote alimentado, la vitalidad de las células fue semejante a la del lote en fase estacionaria.
La supervivencia a la congelacién a -20 °C y posterior descongelacién de las células de fermentaciones en lote
en fase de crecimiento exponencial fue del 0,31% y la de fase estacionaria del 11,5%. El pretratamiento de esta
levadura en medios de actividad de agua (a,,) 0,98 aument6 10 veces la supervivencia al congelado de las cé-
lulas almacenadas a -20 °C durante 2 meses. La exposicion de las levaduras a medios de a,, reducida y/o el
proceso de congelacion/descongelacién afectaron negativamente la vitalidad celular. Se concluye que condi-
ciones de estrés como las estudiadas en este trabajo disminuyen la vitalidad de S. boulardii. Ademas, la cepa
estudiada presenté buena tolerancia a las sales biliares aun a bajos valores de pH del cultivo.
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Studies of viability and vitality after freezing of the probiotic yeast
Saccharomyces boulardii: physiological preconditioning effect

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the vitality and viability of the probiotic yeast Saccharomyces boulardii
after freezing/thawing and the physiological preconditioning effect on these properties. The results indicate
that the specific growth rate (0.3/h-') and biomass (2-3 x 108 cells/ml) of S. boulardii obtained in flasks shaken
at 28 °C and at 37 °C were similar. Batch cultures of the yeast in bioreactors using glucose or sugar-cane
molasses as carbon sources, reached yields of 0.28 g biomass/g sugar consumed, after 10 h incubation at 28 °C;
the same results were obtained in fed batch fermentations. On the other hand, in batch cultures, the vitality of
cells recovered during the exponential growth phase was greater than the vitality of cells from the stationary
phase of growth. Vitality of cells from fed-batch fermentations was similar to that of stationary growing cells
from batch fermentations. Survival to freezing at -20 °C and subsequent thawing of cells from batch cultures
was 0.31% for cells in exponential phase of growth and 11.5% for cells in stationary phase. Pre-treatment of
this yeast in media with water activity (a,,) 0.98 increased the survival to freezing of S. boulardii cells stored at
-20 °C for 2 months by 10 fold. Exposure of the yeast to media of reduced a,, and/or freezing/thawing process
negatively affected cell vitality. It was concluded that stress conditions studied herein decrease vitality of
S. boulardii. Besides, the yeast strain studied presented good tolerance to bile salts even at low pH values.
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Los probiéticos son cultivos microbianos vivos y activos que re-
sultan beneficiosos para la salud humana cuando se ingieren en con-
centraciones adecuadas (aproximadamente 10°-10'° microorganis-
mos/dia)'"'8, La mayor parte de los probidticos comercializados para
consumo humano son bacterias lacticas'>?2%, Sin embargo, el consu-
mo de microorganismos probidticos eucariontes como las levaduras
puede presentar interesantes ventajas. Por un lado, resultan resis-
tentes a antibiéticos normalmente suministrados en casos de infec-
ciones bacterianas entéricas**??; por otro, la produccién industrial
de probidticos debe cuidar que las tecnologias de procesamiento
empleadas garanticen la estabilidad de éstos, tanto en términos de
viabilidad (capacidad de reproducirse) como de actividad durante la
vida Gtil°. Las levaduras presentan, en general, mayor resistencia a
cambios ambientales bruscos (gradientes de pH, cambios osméticos,
etc.) que las bacterias lacticas, asi como menores requerimientos nu-
tricionales que redundan en la reduccién de costes en los procesos
de produccién. Ademas, la mayor acido-tolerancia de los hongos res-
pecto de las bacterias resulta una ventaja importante, tanto en las
fermentaciones (ya que disminuye el riesgo de contaminacion bac-
teriana), como en la calidad probiética del producto obtenido. Todos
estos factores resultarian beneficiosos durante la etapa de produc-
cién, asi como durante el almacenamiento y consumo?92!:2329,

En la bibliografia clinica, se describe desde hace ya muchos afios
una levadura probiética con propiedades bioterapéuticas comproba-
das, identificada como Saccharomyces boulardii. Con esta denomina-
cion se expenden distintos productos comerciales, aunque varios
estudios taxonémicos sefialan que dicha levadura deberia conside-
rarse como una variedad de la especie Saccharomyces cerevisiae (Sa-
ccharomyces cerevisiae var. boulardii)?>32,

Actualmente, la levadura probidtica S. boulardii se comercializa
como un producto liofilizado. Como dicho proceso involucra la con-
gelacion, puede verse afectada la supervivencia asi como la calidad
probiética del producto. Cuando se efectia un congelado rapido de
células suspendidas en medios acuosos, el medio extracelular se
congela antes que el intracelular debido a la menor osmolaridad del
primero. Como consecuencia de esto, el medio extracelular se con-
centra mientras que el intracelular se sobreenfria. Esto produce un
estrés hiperosmotico que puede inducir la salida de agua intracelular
al medio externo o bien el congelamiento del medio intracelular. En
condiciones de congelado lento también se produce la migracién de
agua intracelular®'. En ambos casos, se produce un estrés hiperosmo-
tico debido a la disminucién del agua libre disponible, y las células
ponen en marcha mecanismos para contrarrestar este desequilibrio.
La acumulacién de solutos compatibles es uno de los mecanismos
que pueden implementar las células osméticamente estresadas, asi
como también pueden hacerlo durante los procesos de secado®.

Por otra parte, se ha encontrado que factores como la concentra-
cién celular inicial de los cultivos?, los medios y condiciones de cre-
cimiento, el medio de secado, asi como las condiciones de rehidrata-
cion y almacenamiento pueden afectar la viabilidad de bacterias
lacticas probidticas liofilizadas®.

La existencia de mecanismos comunes de respuesta y proteccion
a estrés ha sido extensamente expuesta en la bibliografia'’2°, Asi, se
ha verificado que la exposicion previa a un Gnico estrés aplicado en
forma subletal puede estimular la proteccién contra una nueva apli-
cacion letal de dicho estrés o la de otros estreses de diferente natu-
raleza. Estos fendmenos se denominan de “proteccién cruzada” y
confieren a los microorganismos tolerancia hacia un amplio espectro
de situaciones ambientales desfavorables. En el caso de los cultivos
probidticos pueden estimular respuestas adaptadas a las condiciones
que enfrentaran durante el procesamiento industrial y el transito
gastrico que, de otro modo, podrian resultarles letales>.

Otro parametro indicativo de la calidad de las levaduras es su vi-
talidad, que se puede asociar a la capacidad de comportarse eficien-
temente al ser utilizadas en los productos comerciales y que puede
evaluarse mediante la estimacién de su actividad metabélica, siendo

esta funcién de la cepa y de su historia previa. Para efectuar dicha
estimacion, resulta de utilidad el método de “poder de acidificacién”,
que consiste sencillamente en la medicién del cambio de pH extra-
celular debido al metabolismo celular al suspender las levaduras en
agua puray tras agregar glucosa. Asi se reflejan las reservas de ener-
gia endégena y la actividad glucolitica de las células?’.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la produccién de biomasa
de S. boulardii y el mantenimiento de sus propiedades probidticas
después de ser sometida a un proceso de congelado, asi como la in-
fluencia del preacondicionamiento fisiolégico en la calidad del pro-
ducto obtenido.

Material y métodos

Microorganismo. La cepa de S. boulardii utilizada en todos los en-
sayos se obtuvo a partir de un producto comercial (Floratil ®Merck
Quimica Argentina SAIC) de venta local, y se conservé en estrias a
temperatura de refrigeracion.

Medios utilizados. Se utilizé agar Sabouraud (4% de glucosa) para
el mantenimiento de las cepas y agar Sabouraud con 0,2% de extrac-
to de levadura (SABE) para el recuento de microorganismos viables.

En las fermentaciones se utilizaron los siguientes medios: ELP
(composicién/100 ml): extracto de levadura (Britania, Argentina) 0,5
g; peptona de carne (Britania) 0,5 g; glucosa anhidra (Biopack, Ar-
gentina) 4,0 g; (NH,),SO, (Mallinckrodt, USA) 0,3 g; KH,PO, (Mallinc-
krodt) 0,3 g. ELPNG: medio ELP sin glucosa. ELPM: se prepard reem-
plazando la glucosa del medio ELP por melaza de cafia de azdcar
(60% de azicares reductores fermentables, segiin informacion del
proveedor) con el fin de alcanzar una concentracién en el medio de
propagacioén del 4% de azicares reductores fermentables.

Recuento de microorganismos. Concentracién de levaduras viables:
a partir de alicuotas de las muestras a estudiar, se realizaron dilucio-
nes sucesivas en agua peptonada (solucién acuosa de peptona de
carne al 0,1%). Se sembraron por triplicado 20 pl de cada dilucién en
placas de SABE. Las placas se incubaron a 28 °C durante 72 h. Los
resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias por
ml (UFC/ml).

Concentracién de levaduras totales: se determiné mediante la
medicién de la densidad 6ptica (DO) en un espectrofotémetro Me-
trolab 330 (Technique SRL, Argentina) a una longitud de onda de 630
nm o por recuento microscépico en camara de Neubauer.

La biomasa celular se estim6 mediante la determinacién del peso
seco por secado en estufa de vacio a 105 °C.

Produccion de biomasa. Preparacion de los indculos: las células de
levadura mantenidas en estrias se sembraron en caldo ELP y se incu-
baron a 28 °C con agitacién orbital (250 rpm) durante 36 h.

Fermentacion en frascos: se inocularon 50 ml de medio ELP con-
tenidos en frascos Erlenmeyer de 250 ml, obteniéndose una concen-
tracion inicial de 107 células de levadura/ml. Los frascos se incubaron
con agitacion orbital (250 rpm) a temperaturas de 28 o0 37 °C.

Fermentaciones por lote en biorreactores: se inocularon 3 1 de
medio ELP o ELPM contenidos en fermentadores New Brunswick Se-
rie FS300 (New Brunswick Scientific Co., USA) de 4 | de capacidad
(concentracién inicial: 10° células de levadura/ml), agitados por pa-
letas (250 rpm) y aireados (36 1,,./h), incubandose a temperatura de
28 + 1 °C. Se realizaron controles en linea de pH y temperatura, y de
glucosa (kit enzimatico glucosa oxidasa/peroxidasa) y medicién de
los azicares reductores fermentables a partir de alicuotas conve-
nientes extraidas durante la fermentacion.

Fermentaciones en lote alimentado en biorreactores: se efectué
en los fermentadores de 4 | de capacidad, segn el protocolo descrito
por Galvagno y Cerrutti'?. El mosto agregado durante la fermenta-
cién consistié en una solucién de melaza diluida al 60% p/v en agua.
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El resto de las condiciones fueron las descritas para las fermentacio-
nes en lote.

Actividad de agua (a,,). Se determind el crecimiento de S. boulardii
en medio ELP (a,, = 0,99) y en el mismo medio con a,, reducida (entre
0,99 y 0,87) y adicién de NaCl (Mallinckrodt), glucosa (Biopack) o
sorbitol (Mallinckrodt) en las proporciones calculadas segtn las iso-
termas obtenidas en la bibliografia®'°. Después, se determinaron los
valores de a,, en un equipo Aqualab Serie 3 (casa comercial, pais).

Determinacion de la a,, minima de crecimiento: se inocularon 50
ml de los medios de a,, previamente establecida con el propdsito de
alcanzar una concentracién inicial de 1 x 10*células de levadura/ml.
Dichos cultivos se incubaron durante 48 h a 28 °C en forma estatica
efectudndose la medicion de la DO y el recuento de UFC/ ml.

Ensayos de congelacién/descongelacion. Se congelaron alicuotas de
1 ml de los cultivos contenidas en tubos Eppendorf a -20 °C (veloci-
dad de enfriamiento = 3 °C/min) durante 20 h, seguido de desconge-
lacién en bafio de agua a 25 °C (velocidad de descongelamiento =
190 °C/min); luego se realiz6 un nuevo congelado a -20 °C durante 4
h y posterior descongelado a 25 °C. Esta metodologia de congelacién
en 2 ciclos es una adaptacion de la utilizada previamente por Lewis
et al®.

Congelacion de células preincubadas en medio de a,, reducida. Las
células de S. boulardii en fase estacionaria de crecimiento (48 h de
incubacién en medio ELP) se sometieron a un preestrés osmotico
suspendiéndolas en medio ELPNG de a,, = 0,98 fijada por adicién de
sorbitol. Dichas suspensiones se incubaron a 28 °C con agitacién me-
canica (160 rpm) durante 2 h. Al cabo de ese tiempo, se centrifuga-
ron las muestras y las células se resuspendieron en medio ELPNG.
Luego se realizo el ensayo de congelacién/descongelacion de alicuo-
tas de 1 ml contenidas en tubos Eppendorf en 2 ciclos. La evaluacién
de la supervivencia se realiz6 por duplicado en los distintos tiempos
de almacenamiento durante 2 meses, por recuento en placa de célu-
las viables. Los resultados obtenidos se compararon con controles de
células preincubadas en medio ELPNG de a,, = 0,99.

Ensayo de vitalidad-determinacion del poder de acidificacion (adap-
tacion de Kara et al'). Se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 min
alicuotas de 200 ml de las muestras suspendidas en el medio a estu-
diar (en las fases de crecimiento correspondientes a cada experi-
mento). Posteriormente, se realizaron 2 lavados por suspensién y
centrifugacién con 20 ml de agua destilada a 4 °C. Los precipitados
microbianos obtenidos se suspendieron en 10 ml de agua destilada
fria (tiempo = 0 min), se centrifugaron a 3.000 rpm durante 5 min.
Después se sumergieron en bafio de agua a 25 °C y se agitaron mag-
néticamente registrandose el pH cada minuto durante 10 min. A ese
tiempo se agregaron 0,5 ml de glucosa (20,2% p/v) y se continud el
registro durante 10 min mads. Las mediciones de pH se realizaron con
un equipo Thermo Orion 410 A (casa comercial, pais).

Crecimiento en medio nutritivo con sales biliares y a pH dcido. Se
prepar6 caldo nutritivo (Merck Quimica Argentina SAIC) suplemen-
tado con 0,6% de glucosa y 0,5% de sales biliares (Oxoid, Inglaterra).
El pH se ajusté a 3,0 y 5,0 agregando HCI1 0,1 N.

Las levaduras inoculadas (7-8 x 10* células/ml) se incubaron du-
rante 48 h a 28 °C.

Resultados y discusion

Produccion de biomasa de S. boulardii. Se realizaron fermentacio-
nes en lote y en lote alimentado con la finalidad de evaluar la canti-
dad y calidad de la biomasa de levadura obtenida.

En primer lugar, se determinaron las curvas de crecimiento de la
levadura en medio ELP contenido en frascos Erlenmeyer incubados
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Figura 1. Curvas de crecimiento de Saccharomyces boulardii en frascos agitados du-
rante 48 ha 28 °C(®)ya37°C(m).

Tabla 1

Valores de k (velocidad especifica de crecimiento), t, (tiempo de duplicacién) y N,
(concentracion celular en fase estacionaria) obtenidos en las fermentaciones para la
obtencién de biomasa en medio ELP

Condiciones de cultivo k (/h)\ty (h) N,. (células/ml)

Frascos agitados a 28 °C 0,30 + 0,08\3,0 2,9 x 108
Frascos agitados a 37 °C 0,33 £ 0,08\3,0 2,0 x 108
Biorreactores a 28 °C 0,74 £ 0,04\1,4 3,0 x 108

con agitacién durante 48 h a temperaturas de 28 y 37 °C (fig. 1) con
la finalidad de evaluar los parametros cinéticos.

Aunque las temperaturas 6ptimas de crecimiento de las levadu-
ras estan generalmente comprendidas entre los 27 y los 32 °C, los
resultados obtenidos en frascos agitados indican que la velocidad
especifica de crecimiento asi como la biomasa producida a 28 y 37 °C
fueron comparables (tabla 1), lo que, en este caso, posibilitaria efec-
tuar la produccién a 37 °C. Esto podria representar una ventaja en el
caso de microorganismos probidticos en los cuales la capacidad de
crecer a 37 °C constituye un importante factor de seleccién®?. Ade-
mas, garantizaria una buena produccién en un rango relativamente
amplio de temperaturas, aun ante eventuales incrementos térmicos
durante la fermentacion, lo que redundaria en un beneficio para la
economia del proceso.

Posteriormente, se realizaron fermentaciones en biorreactores
con medios ELP o ELPM a una temperatura de 28 °C. En la tabla 1 se
muestran los valores de la velocidad especifica de crecimiento en
fase exponencial (k), el tiempo de duplicacién (t,) y la concentracién
maxima alcanzada en fase estacionaria. En los biorreactores, la tro-
fofase finaliz6 al cabo de 10 hy el rendimiento obtenido, Y, , (bioma-
sa producida/glucosa consumida), fue del 27,5% al cabo de 10 h de
fermentacion. La productividad a dicho tiempo fue de 0,55 g/l hen
medio ELP. Similares resultados se obtuvieron en medio ELPM (datos
no mostrados).

La metodologia de las fermentaciones en lote resulté sencilla y ade-
cuada para la obtencién de biomasa de S. boulardii, tanto en un medio
semisintético, conteniendo glucosa como principal fuente de carbono
y de energia, como en el medio conteniendo un sustrato de mucho
menor coste (melaza de cafia de aztcar). El empleo de materias primas
y procesos econémicos resulta fundamental considerando los grandes
voliimenes involucrados en la produccién a escala industrial.

En las condiciones ensayadas, el rendimiento fue satisfactorio te-
niendo en cuenta los valores hallados en la bibliografia'. Por otra
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Figura 2. Test de vitalidad. Poder de acidificacién (ApH ) de las células de Saccharomy-
ces boulardii obtenidas en fase exponencial (9 h) (®) y estacionaria (48 h) (M) de una
fermentacién en lote, y al cabo de 9 h en una fermentaci6n en lote alimentado (A).

Tabla 2

Porcentaje de supervivencia de células de Saccharomyces boulardii en fases

de crecimiento exponencial y estacionaria, sometidas a 1y 2 ciclos de congelado
a-20°C

Ciclo de congelado % S en fase estacionaria

Primero 1,86 12,89
Segundo 0,31 11,45

% S en fase exponencial

% S: ([UFC/ml] después del congelado/[UFC/ml] antes del congelado) x 100.

parte, teniendo en cuenta que la fermentacion en lote alimentado
requiere mayor equipamiento y un mayor control del proceso, ya
que implica bombeo regulado del sustrato alimentado con el fin de
regular la velocidad de alimentacién de la fuente de carbono, se pue-
de considerar que la produccién de biomasa en lote presenta venta-
jas para su implementacién a mayor escala. Ademads, al tratarse de
un sistema cerrado, presenta menores riesgos desde el punto de vis-
ta de las contaminaciones.

Si bien los rendimientos en lote alimentado fueron similares a los
obtenidos en las fermentaciones en lote, la principal diferencia entre
ambos procesos de produccion se observé al determinar la calidad
de la levadura obtenida. Para ello, se realizaron ensayos de “poder de
acidificacién” tomandolo como parametro para estimar la vitalidad
celular. En la figura 2 se observan las curvas de medicién de pH rea-
lizadas en muestras obtenidas en la fermentacién en lote a las 9y 48
h (fases exponencial y estacionaria, respectivamente) y al cabo de 9
h en la fermentacién por lote alimentado.

En la fermentacion en lote, se observa que el mayor valor de ApH se
obtuvo para células en fase exponencial (ApH = 2,6), mientras que las
células en fase estacionaria presentaron un ApH = 1,3. Las células obte-
nidas por fermentacién en lote alimentado presentaron un ApH = 1,1.

Estos resultados sefialan una vitalidad de las células en fase expo-
nencial significativamente mayor respecto de las células en fase es-
tacionaria en cultivos en lote. Por otra parte, en la fermentacioén en
lote alimentado (en la cual se establecié como limitante la fuente de
carbono aportada por la melaza de cafia de azdcar), la variacién del
pH de la suspension de las levaduras obtenidas fue semejante a la
observada en la fase estacionaria del cultivo en lote. Se puede supo-
ner, entonces, que la limitacién en la disponibilidad de la fuente de
carbono (fase estacionaria de la fermentacion en lote y fermentacién
en lote alimentado) se traduce en una situacion no ideal que afecta

1,0E+ 0,57
Hl NaCl
1,0E + 0,4 O Glucosa
= ] Sorbitol

° 1,0E + 0,3
£
4

1,0E + 0,2

1,0E + 0,1

1,0E+0,0 1M :

0,98 0,97 0,96 0,95 0,94 0,93 0,92 0,91 0,90

ay

Figura 3. Efecto de la disminucién de la actividad de agua en el crecimiento de Sac-
charomyces boulardii en presencia de NaCl, glucosa y sorbitol a 28 °C. No: concentra-
cién inicial = 10* células/ml; N: células/ml al cabo de 48 h de incubacién.

el estado fisioldgico de las células disminuyendo la vitalidad de la
levadura, cuyo efecto se evidencia en la disminucion del ApH deter-
minado por el ensayo del “poder de acidificacion”.

Procesamiento “aguas abajo”. Teniendo en cuenta que S. boulardii
se expende en forma de producto liofilizado, se evalu6 el efecto de la
congelacién y la disminucién de la a,, ambos factores de estrés a los
que se ve expuesta la levadura durante su procesamiento, sobre la
viabilidad y vitalidad de la levadura.

Para ello se estudi6 el efecto del congelado/descongelado sobre
células de levadura en distintas fases de crecimiento en lote asi como
el efecto de la disminucién de la a,, sobre el crecimiento de S. boular-
dii en presencia de distintos solutos. Finalmente, se estudi6 el efecto
del congelado sobre la viabilidad y vitalidad de células preincubadas
en un medio de a,, reducida en condiciones preseleccionadas.

Congelacion. Se estudi6 el efecto de 1 (20 h) y 2 (4 h mas) ciclos de
congelado a -20 °C sobre la viabilidad de células de levadura (7,10°
UFC/ml) cosechadas en fase de crecimiento exponencial y estaciona-
ria, respectivamente. La viabilidad de las células en fase de creci-
miento exponencial disminuyé en mas de 2 ciclos logaritmicos des-
pués de los 2 ciclos de congelado/descongelado, mientras que en las
levaduras en fase estacionaria la disminucién fue inferior a 1 ciclo
logaritmico. Los porcentajes de supervivencia al cabo de cada uno de
los ciclos de congelacion (tabla 2) reflejaron la mayor resistencia a
ésta de las células en fase estacionaria respecto de las que se encon-
traban en fase de crecimiento exponencial. Esto coincide con lo en-
contrado en la bibliografia para otros microorganismos acerca de la
mayor resistencia a situaciones de estrés de células en fase estacio-
naria respecto de células en la etapa de crecimiento activo!41,

Preincubacién a a,, reducida y posterior congelado. En primer lugar
se determind la a,, minima de crecimiento de S. boulardii cultivada en
medio ELP con adiciéon de NaCl (soluto iénico), glucosa (soluto no
iénico metabolizable) o sorbitol (soluto no iénico no metabolizable)
en el rango de a,, comprendido entre 0,99 y 0,87 unidades (fig. 3). El
NaCl result6 ser el soluto que inhibi6 el desarrollo a a,, mas elevadas:
s6lo hubo crecimiento de aproximadamente 1,5 ciclos logaritmicos
hasta a,, = 0,95 (8% p/p de NaCl) mientras que en presencia de gluco-
sa y sorbitol el crecimiento se observé hasta a, = 0,90 (48% p/p) y a,,
= 0,93 (42% p/p), respectivamente. Es de notar que otras levaduras
del género Saccharomyces?®, que tiene por habitat natural los sustra-
tos azucarados, presentaron un comportamiento similar frente a es-
tos solutos. Por debajo de a,, = 0,89 (con glucosa o sorbitol) no se
detectaron células viables, probablemente debido a un dafio osmoti-
co irreversible.

Basandose en estos resultados, se determiné la supervivencia a
la congelacién en funcién del tiempo de almacenamiento a -20 °C
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Figura 4. Supervivencia al almacenamiento a -20 °C al cabo de 20, 24 h y hasta 8 se-
manas de congelado de células de Saccharomyces boulardii preincubadas durante 48
h en medio ELPNG de a,, = 0,99 (columnas negras) y 0,98 (columnas blancas, sorbi-
tol).

durante 8 semanas de células de S. boulardii preincubadas en medio
ELPNG con adicién de sorbitol a a,, = 0,98, con respecto a un control
(ELPNG de a,, = 0,99) (fig. 4). En ambas condiciones se encontré un
mayor descenso de la supervivencia en funcién del tiempo a meno-
res tiempos de almacenamiento, mientras que a partir de la segun-
da-tercera semana la disminucién relativa de la supervivencia eva-
luada al cabo de 2 ciclos de congelado fue mucho menos marcada.
Al cabo de 8 semanas, la supervivencia de la levadura preincubada
aa, = 0,98 fue del 0,17% mientras que la del control (a, = 0,99) fue
del 0,04%. El efecto protector al congelado observado en las levadu-
ras preincubadas en el medio de a,, = 0,98 se podria atribuir a la
efectiva acumulacién de sorbitol durante la preincubacién previa al
congelado. En cambio, las células de levadura incubadas en su au-
sencia no habrian sido capaces de acumular concentraciones efec-
tivas de solutos compatibles durante el corto periodo que dura el
proceso de congelacién. Similares resultados fueron informados
por Carvalho et al® en bacterias lacticas sometidas a procesos de
secado.

Test de vitalidad de células preincubadas a 2 niveles de a,, antes y
después del congelado. Se evalu6, ademas, el estado fisiolégico de las
células sometidas a los procesos anteriormente mencionados me-
diante la determinacién del “poder de acidificacion”.

En la figura 5 se observa que tanto la disminucién de la a,, como
el proceso de congelacion afectaron la vitalidad de las células de S.
boulardii, dando por resultado un menor descenso del pH extracelu-
lar. Nuevamente, se evidencia que, aunque los porcentajes de super-
vivencia fueron relativamente elevados, la vitalidad celular se vio
afectada tras la aplicacién de estos procesos. Sin embargo, las células
de levadura sometidas a estos tratamientos fueron capaces de crecer
aproximadamente 2 ciclos logaritmicos en un medio nutritivo que
contenia sales biliares a pH 3 y 5, respectivamente (fig. 6). La toleran-
cia ala acidez y a las sales biliares es fundamental en el caso de mi-
croorganismos probidticos que deben atravesar el estémago y llegar
vivos al intestino. Alli deben resultar resistentes a las sales biliares y
ser capaces de colonizar para, finalmente, ejercer sus efectos benéfi-
cos en el huésped. Es muy importante evaluar la resistencia a la aci-
dezy alos acidos biliares de cada probiético en particular, ya que las
respuestas pueden variar segin la especie’.

Conclusiones

En este trabajo se ha puesto de manifiesto que la viabilidad y la
vitalidad de la levadura son parametros independientes. Cualquier
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Figura 5. Test de vitalidad. Curvas de poder de acidificacién (ApH) de células de Sac-

charomyces boulardii: antes ® a, = 0,99, (DpH = 2,34); ® a,, = 0,98 (ApH= 0,43) y des-
pués de la congelacién A a,, = 0,99 (ApH =0,21); ®a, = 0,98 (ApH = 0,17).
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Figura 6. Crecimiento de Saccharomyces boulardii en presencia de sales biliares a pH
3,0y 5,0, respectivamente: recuentos en placa de UFC/ml iniciales (columnas negras)
y al cabo de 48 h de incubacién (columnas blancas) a 28 °C.

condicién o situacién que represente un estrés para la levadura (con-
gelacién, hiperosmolaridad, falta de nutrientes, presencia de meta-
bolitos téxicos, etc.) parece afectar la vitalidad de ésta, sin que nece-
sariamente se produzca una disminucién de la viabilidad celular. La
fase estacionaria de crecimiento en una fermentacién en lote se es-
tablece por falta de algiin nutriente esencial, acumulacién de meta-
bolitos téxicos o superpoblacién celular, condiciones todas que co-
rresponden a una situacion no ideal que representa un estrés para la
levadura. Este hecho se vio reflejado en un descenso de la vitalidad
celular, estimado por una disminucién del ApH en el ensayo de “po-
der de acidificacién”. A pesar de que las células en fase estacionaria
de crecimiento resultaron mas resistentes al congelado/descongela-
do en términos de viabilidad, su vitalidad (ApH) fue menor que en las
células en fase de crecimiento exponencial. Del mismo modo, los
procesos de congelacién o la reduccién de la a,, afectaron la vitalidad
de las levaduras, aunque esto no siempre redund6 en un drastico
descenso de la viabilidad.

Por lo tanto, la evaluacién de la vitalidad seria un buen indicador
de la “calidad” de la levadura, y la relacién “viabilidad-vitalidad” en
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funcién de las condiciones de proceso aplicadas se debe considerar

en

cada caso con el fin de suministrar a los consumidores las concen-

traciones efectivas necesarias para alcanzar un eficiente efecto pro-

bié

tico.
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