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RESUMEN 

La levadura Saccharomyces cerevisae, Cepa La Florida 2, es un componente 

biológico empleado principalmente en la industria de la  panificación, con el objetivo 

de transformar los azúcares presentes en la masa en dióxido de carbono, alcohol 

etílico y energía, dando como resultado el incremento de volumen en el pan y 

modificación de sus  características sensoriales.  Aunque es el campo de mayor 

aplicación, existe un gran interés en comercializarla por las contribuciones benéficas 

en la salud del hombre, ya que se ha observado un efecto protector en el sistema 

digestivo al consumirla y puede ser considerada como un probiótico. En el presente 

estudio se evaluaron éstas características en la Cepa Florida 2 y una cepa ATCC 

9763, para establecer su potencial como probiótico. Se realizaron evaluaciones 

cualitativas y cuantitativamente sobre la resistencia a pH,  en el intervalo  2.92 a 

5.86, obteniendo un crecimiento óptimo a pH 3.11 tanto para la Cepa Florida 2 como 

para el ATCC. En cuanto a la prueba de tolerancia a sales biliares, se realizaron 

evaluaciones en concentraciones de 0.05 a 2.0% de TCDA, resistiendo hasta 0.25 % 

de TCDA. La actividad antimicrobiana, se evaluó mediante difusión en placa en 

conjunto con la observación en microscopio óptico,  la adherencia de patógenos 

(Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150, Salmonella Typhi ATCC 6539, Listeria 

monocytogenes ATCC 19114 y Staphylococcus aureus), no se observó algún efecto 

que contribuyera a la inhibición de los patógenos, no se observa producción de 

compuestos antimicrobianos, ni adhesión de los patógenos a la cepas,  Florida 2 y 

ATCC. 
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1.- ANTECEDENTES 

1.1 TRACTO GASTROINTESTINAL HUMANO 

El tracto gastrointestinal, también llamado tracto digestivo,  es el sistema de 

órganos  que cumplen con funciones de ingestión,  digestión,  absorción y  

excreción (Bruce, 2004). 

Los microorganismos presentes en el tracto digestivo, tienen una cuenta 

aproximadamente 1x1011  bacterias por gramo de contenido, divididas entre 

aproximadamente 400 diferentes microorganismos, los más abundantes incluyen, 

Bacteroides, Pepto-Streptococcus, Eubacteria, Bifidobacteria, Enterobacteria, 

Streptococcus, Lactobacillus, Clostridium y Staphylococcus (Naidu et al., 1999).  

 La microbiota presente en el tracto gastrointestinal, es el resultado de la intección 

entre las bacterias internas y el medio externo.   En la vida cotidiana esta 

interacción  puede modificarse por factores como, edad del individuo, dieta,  

estado inmunológico, uso de antibióticos, estrés, consumo de alcohol, pH 

intestinal, y la presencia de fibra soluble no digerible en el intestino 

(Cuadro1)(Kopp, 2001).  

El intestino delgado aloja poca diversidad de microorganismos, donde 

encontramos especialmente Streptococcus, Lactobacillus y levaduras en órdenes 
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de 101 a 103 UFC/ml, en tanto que regiones como el íleon distal contienen 

enterobacterias y Bacteroides en órdenes de hasta 107 UFC/ml (Pérez, 2003).   

Cuadro 1. Microorganismos presentes en tracto digestivo 

Microorganismo de tracto digestivo Ubicación 

Achromobacter spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Acidaminococcus frementans  Intestino grueso  
Acinetobacter calcoaceticus  Intestino grueso, íleon  
Aeromonas spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Alcaligenes faecalis  Intestino grueso, íleon bajo  
Bacillus spp.  Intestino grueso  
Bacteroides spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Bifidobacterium spp.  Intestino grueso  
Butyriviberio fibrosolvens  Intestino grueso  
Campylobacter spp.  Intestino grueso  
Candida albicans  Intestino grueso, íleon bajo  
Clostridium spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Corynebacterium spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Enterobacteriaceae  Intestino grueso, íleon bajo  
Enterococcus  Intestino grueso, íleon bajo  
Eubacterium spp.  Intestino grueso  
Flavobacterium spp.  Intestino grueso, íleon bajo  
Fusobacterium spp  Intestino grueso, íleon bajo  
Lactobacillus spp   Intestino grueso, íleon bajo  
Mycobacteria  spp   Intestino grueso, íleon bajo  
Mycoplasma spp   Intestino grueso, íleon bajo  
Peptostreptococcus spp   Intestino grueso, íleon bajo  
Propionibacterium spp   Intestino grueso  
Pseudomonas aeruginosa  Intestino grueso, íleon bajo  
Ruminococcus bromii  Intestino grueso  
Sarcina spp   Intestino grueso  
Staphylococcus aureus  Intestino grueso, íleon bajo  
Veillonella spp   Intestino grueso  
Streptococcus grupo viridans  Intestino grueso, íleon bajo  
Vibrio spp   Intestino grueso, íleon bajo  

Tomado de (Montiel, 1997).  
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La microbiota intestinal, produce los siguientes efectos: 1) Degradación de 

nutrientes, 2) Producción de ácidos grasos volátiles, 3) Absorción de metabolitos 

bacterianos, entre otros.  Existen dos tipos de microbiota intestinal: la autóctona y 

la transitoria. La autóctona se adhiere a las células epiteliales de la mucosa, 

generalmente son microorganismos que se multiplican rápidamente, se adaptan, 

estabilizan y son inocuos. La flora transitoria, son microorganismos no patógenos 

que no se fijan al epitelio (Koop et al., 2001). 

1.2   PROBIÓTICOS 

Las bacterias lácticas han estado presentes en la alimentación del hombre 

desde hace muchos años, dando características organolépticas  a  los alimentos 

como yogurt, quesos, productos cárnicos, pan  y conservas (). 

Hacia 1907, el biólogo ruso Elie Metchnikoff, ganador en 1903 del premio 

Nobel por su teoría de los fagocitos, sugirió que el proceso de envejecimiento es el 

resultado de la intoxicación putrefactiva crónica ocasionada por la microbiota 

intestinal, esto basado en los descubrimientos en habitantes de algunas regiones 

de Bulgaria quienes consumían yogurt como parte de su dieta normal y tenían una 

longevidad notoria. Metchnikoff propuso que la vida se prolongaba por el consumo 

de las bacterias lácticas como Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus 

thermophilus presentes en leche fermentada, surgiendo así la teoría de que las 
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bacterias nocivas en el intestino pueden ser eliminadas por la acción de estas 

bacterias benéficas (Kingsley, 2007). 

En 1965 Lilly y Stillwell utilizan por primera vez el término probiótico, de origen 

griego que  significa,  "a favor de la vida”, término utilizado para estas bacterias 

que viven  y conviven  todos los días en nuestro tracto intestinal (Fuller, 1989). 

Para 1989, Fuller estableció que un probiótico son microorganismos vivos, 

principalmente bacterias y levaduras, agregados como suplemento en la dieta, los 

cuales afectan en forma beneficiosa al desarrollo de la microbiota  intestinal.  

   De acuerdo a  Schrezenmeier y De Vrese (2001), un probiótico es: 

“Preparación de un producto que contiene microorganismos viables en suficiente 

número, los  cuales alteran la microflora (por implantación o colonización) en la 

mucosa intestinal del  hospedero provocando efectos benéficos sobre la salud del 

mismo".  Por lo mencionado anteriormente este tipo de alimentos, se consideran 

dentro del grupo de los funcionales (Palou and Serra. 2000).  

 Actualmente la FAO define a un probiótico como un microorganismo no 

patógeno resistente a la digestión, que llega al estómago e intestino en forma 

viable y que se ha probado científicamente que tiene un efecto promotor de la 
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salud para el hospedero. Las acciones benéficas  se encuentran documentadas en 

múltiples referencias de la literatura (FAO, 2001).  

Los probióticos han sido señalados como posibles sustitutos de los antibióticos 

(Lázaro et al., 2007). Entre los criterios importantes considerados para seleccionar 

a un microorganismo como probiótico son la sobrevivencia y desarrollo en el tracto 

gastrointestinal (Martins et al.,  2004). En el cuadro 2 se presentan las principales 

características de un probiótico. 

Cuadro 2. Resumen de características de un probiótico 
Características 

Estabilidad durante su paso por estómago, pH ácido. 

Resistencia a las sales biliares, siendo  estables  ante éstos compuestos. 

Ser resistentes ante la acción de enzimas proteolíticas. 

Capacidad de adhesión al intestino, con un mecanismo específico. 

 Presentar un efecto antagónico contra bacterias patógenas. 

 Generación de compuestos antimicrobianos. 

Propiedades inmunomoduladoras, modificando  la respuesta del antígeno. 

Crecimiento rápido 

Viabilidad durante el procesado, empacado, almacenamiento y comercialización. 

Modificado de Pardio 1994 y Jin et al., 1998. 

Dentro de las géneros de bacterias los más utilizadas como probióticos son las 

bacterias ácido lácticas (BAL) como: Lactobacillus, Bifidobacterium,  
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Streptococcus, Carnobacterium, Aerococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 

Lactococcus, Esteptococcus, entre otros, mencionados en el cuadro 3  (Farnworth. 

2001).  Actualmente se utilizan mezclas probióticas ya que la unión de varios 

microorganismos en un producto,  potencian su acción (Martins et  al., 2004). 

Cuadro 3. Principales probióticos   

Género Lactobacillus Género Saccharomyces Género Leuconostoc 

Lb. johnsonii 

Lb. acidophilus  

Lb. kefirgranum 

Lb. helvetius 

Lb. delbrueckii sp. bulgaricus 

Lb. kefiranofaciens 

Lb. casei 

Lb. rhamnosus 

Lb. zeae 

Lb. plantarum 

Lb. brevis 

Lb. buchneri 

Lb. fermentum 

Lb. kefir 

Lb. parakefir 

S. cerevisiae 

S. unisporus 

 

Ln. latis 

Ln. mesentroides sp. 

mesentroides 

Ln. mesentroides sp. Cremoris 

Ln. mesentroides sp. dextranicum 

Género Kluyveromyces Otros géneros 

K. marxianus sp. 

Marxianus 

K. marxianus sp. lactis 

 

Candida kefir 

Torulaspora delbrueckii 

Geotrichum candidum  

Género Lactococcus Otras bacterias 

L. lactis sp. Lactis 

L. lactis sp. Cremoris 

L. lactis sp. Lactis biovar 

diacetylactis 

Streptococcus thermophilus 

 

Tomado de Oliveira,  2007 
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 Mecanismo de acción 

Los probióticos pueden actuar benéficamente al alterar el metabolismo 

bacteriano intestinal  a través de sus propias actividades metabólicas o bien de 

forma indirecta, interfiriendo en las actividades metabólicas de otros grupos 

microbianos  e influir en el sistema inmune intestinal (Fuller, 1992). 

El mecanismo de acción aún no se ha dilucidado, pero se ha propuesto lo 

siguiente:  

1. Por competencia entre los microorganismos 

2. Producción de sustancias antimicrobianas 

3.  Estimulación de la respuesta inmune (Fuller, 1989). 

 Los probióticos pueden afectar de forma benéfica las interacciones  

metabólicas que tienen lugar en el intestino. Esto sucede mediante la supresión de 

metabolitos tóxicos; por ejemplo, la presencia de  proteína no digerida o 

aminoácidos no absorbidos en el intestino  grueso, ocasiona cambios en la flora 

intestinal. Microorganismos como  Enterobacterias o Clostridium sp, comienzan a 

dominar y a romper las proteínas generando cadaverina, putrescina, tiramina e 

histamina.  Dichos  compuestos, pueden generar una  irritación de la pared 

intestinal, produciendo daño en el epitelio, produciendo un incremento en el  valor 
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osmótico del contenido intestinal,  provocando diarrea. De forma adicional, la 

histamina entra  en corriente sanguínea y en dosis elevadas puede generar 

edemas (Otero et al., 1999).  

Las BAL pueden potenciar reacciones de detoxificación, estimulando la 

digestión del alimento mediante la sustitución de las enzimas digestivas, lo que 

ayuda a la absorción de los nutrientes generando beneficios (Fuller, 1992). A 

través del estudio de las BAL se han determinado las diferentes beneficios 

mencionados en el cuadro 4 (Saavedra, 2001).  

Cuadro 4. Principales contribuciones de los probióticos 
Acción Contribución 

Antitumoral �Incremento de la apoptosis o muerte celular programada de las 
células  

�Producción de anticuerpos 

�Inhibición de  agentes químicos carcinogénicos. 

�Efecto de las enzimas fecales sobre el metabolismo de las 
sustancias carcinogénicas al interior del intestino  

Diarrea �Un incremento en la supervivencia del microorganismo probiótico. 

�Aumento de anticuerpos séricos contra la bacterias patógenas 

�Protección del intestino frente al proceso infeccioso. 

�Previene infecciones entéricas 

 Recopilado de Perdigon et al 1995b, Nadathur et al 1995, (Hirayama y Rafter, 2000). 
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Se ha observado que ciertas cepas de BAL actúan sobre las reacciones de 

hipersensibilidad retardada, producción de anticuerpos, activación de macrófagos 

y linfocitos (Perdigón et al., 1995). 

En la actualidad, existe gran interes en consumir alimentos que, además de su 

valor nutricional, posean beneficios adicionales previniendo enfermedades.  La 

industria y la investigación han mostrado interés por conocer el modo de acción y 

los metabolitos de microorganismos probióticos  (Palou et al., 2000). 

 

1.3 Saccharomyces cerevisiae 

Características generales 

Las levaduras son hongos microscópicos, unicelulares del reino vegetal, que suelen 

medir de 4 a 8 micras, son considerados anaerobios facultativos que pueden 

propagarse empleando un proceso de metabolismo oxidativo (González and 

Valenzuela, 2003).  

Las levaduras pueden ser haploides o diploides según el estadio del ciclo, no 

obstante ambos tipos celulares son estables y se pueden reproducir de forma 

asexual mediante mitosis. La división es por gemación, es decir, las células hijas 

son de tamaño inferior al de las células madre,  inicia su crecimiento formando una 
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yema en la célula madre, con posterior  división nuclear, seguida de  la síntesis de 

la pared y finalmente la separación de las dos células (Gimeno et. al., 1992). 

Requerimientos nutricionales 

 Adams (1986) y Drew (1985) mencionan que las  fuentes de carbono y 

energía  empleadas por ésta levadura son principalmente  glucosa y sacarosa, 

aunque también pueden utilizar fructuosa, galactosa, maltosa y suero hidrolizado. 

Otra fuente de carbono de la cual puede disponer es el etanol genertando  glicerol 

a partir de la fermentación. 

En condiciones en las que existen altas concentraciones de glucosa, fructosa o 

maltosa se realiza una fermentación alcohólica, por medio de la  glucolisis y 

posteriormente se forma etanol. Una vez consumidos los azúcares el etanol 

producido se utiliza como fuente de carbono en el ciclo de Krebs  (Adams, 1985).   

Las levaduras además de una fuente de carbono necesitan fuentes de 

nitrógeno, como fósforo, vitaminas del complejo B y distintos elementos traza.  

  El  nitrógeno asimilable debe administrarse en forma de amoníaco, urea o 

sales de amonio, aunque también se pueden emplear mezclas de aminoácidos.  

Para obtener el crecimiento óptimo de Saccharomyces cerevisiae se emplea ácido 

fosfórico como fuente de fósforo, el magnesio  como sulfato de magnesio que  
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provee de azufre, se requieren 200 ug de zinc, 75 ug de hierro, 12-15 ug de cobre, 

por litro de medio. En cuanto al requerimiento de vitaminas del grupo B, es 

importante la presencia de biotina, ácido pantoténico, inositol, tiamina, pyridoxina y 

niacina.  Es necesario un gramo de oxígeno para la producción de 1 gramo  de 

levadura,  en condiciones óptimas, se suministra con el aire que se inyecta en los 

medios durante la fermentación (Arambel et al., 1990). 

Las levaduras, son microorganismos que se ubican dentro del grupo que 

corresponden los probióticos.  Según Dawson (1993), los probióticos son aditivos 

no nutritivos, los cuales contienen diferentes preparaciones de levaduras con 

efectos diversos sobre la digestión de los componentes de la dieta.  

S. cerevisiae  se considera como un patógeno oportunista en personas 

inmunocomprometidas, donde puede provocar sepsis en enfermos de leucemia y 

personas con SIDA (Orbera, 2004).  

Dentro de las características de las levaduras para poder ser utilizadas como 

alimentos funcionales son las siguientes:  

1) no patógenos ni tóxicos,  

2) no se absorben en tracto digestivo,  
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3) no dejan residuos  

4) se utilizan en pequeñas cantidades, 

 5) proliferan in vivo e in vitro, 

 6) promueven el crecimiento de bacterias celulolíticas, 

 7) son estables a temperaturas elevadas, 

 8) no causan mutación (Hubert, 1987; Thomas, 1987). 

Saccharomyces cerevisae es la levadura más ampliamente comercializada, 

para la producción de cerveza, pan y vino, debido a su capacidad de generar 

dióxido de carbono y etanol durante el proceso de fermentación (González and 

Valenzuela, 2003). 

El uso de levaduras  proporciona vitaminas del complejo B, minerales, proteína 

y aminoácidos. Aproximadamente el 40% del peso de la levadura seca consiste en 

proteína. La calidad de la proteína de origen vegetal, es equivalente a la soya con 

una aportación importante de lisina (Aghdamshahriar et. al., 2006; Peralta et. al., 

2008).  
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  S. cerevisiae, puede ser comercializada como: 

 1)Levadura   activa,  viable con un conteo de 10 mil a 20 mil millones de 

células vivas por gramo, esta levadura se utiliza principalmente como probiótico;  

2) Levadura  Inactiva, con casi nula viabilidad, prácticamente 1.0 x 102 células 

vivas por gramo, empleada como potenciador de sabor o bien para especies que  

no toleran fácilmente consumir alimentos de origen vegetal;   

3) Levadura  Inactiva Enriquecida,  se adiciona algún mineral traza para 

obtener su incorporación orgánica y generar    biodisponibilidad de éste; 

4)Levadura inactiva enriquecida con selenio, con gran demanda por estar 

ligada orgánicamente a la célula y contribuir a la ingesta diaria recomendada. 
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2.-JUSTIFICACIÓN 

 

 El empleo de Saccharomyces cerevisiae ha sido principalmente en la industria 

de la  panificación, contribuyendo a generar las características organolépticas en 

el pan y es el campo de mayor aplicación. Existe un gran interés en 

comercializarla por  los beneficios que aporta a la salud del hombre, al  ser una 

fuente importante de vitaminas del complejo B, aminoácidos teniendo alto 

contenido de lisina,  minerales, proteínas de alto valor biológico. Con el presente 

estudio se contribuirá a la documentación que demuestre los beneficios que 

aportará la levadura cuando es consumida por el ser humano, permitiendo la 

comercialización de éste producto por  la empresa “La Florida”  y demostrar su 

potencial como probiótico. 

 

 

 

 

 



 

 

16 

 

 

 

 

3.- OBJETIVO 

•Establecer el potencial de la cepa La Florida 2 de  S. cerevisiae como posible 

probiótico para consumo humano. 

 

 

4.- OBJETIVOS PARTÍCULARES 

•Evaluar el efecto de diferentes pHs (2.9 a 5.86) en el crecimiento de S. 

cerevisiae Florida 2 y ATCC 9763.  

•Estudiar  la influencia de diferentes concentraciones (0.05 a 0.2%.)  del acido 

taurodeoxicolico  en el crecimiento de S. cerevisiae Florida 2 y ATCC 9763  

•Observar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de S. cerevisiae 

Florida 2 y ATCC 9763 sobre Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150, 

Salmonella Typhi ATCC 6539 y Listeria monocytogenes ATCC 19114. 



 

 

17 

 

5.- METODOLOGÍA 

Las cepas utilizadas para este trabajo fueron: Saccharomyces cerevisiae 

proporcionada por la empresa Ácidos Orgánicos S.A de C.V., nombrada Florida 2. 

Para el estudio de  actividad antimicrobiana y adherencia se utilizaron los 

siguientes microorganismos: 

�Lactobacillus casei (muestra aislada de queso) 

�E. coli O157:H7 ATCC 35150 

�Listeria monocytogenes ATCC 19114 

�Salmonella spp ATCC 6539 

 

5.1  Efecto de diferentes pHs en el crecimiento de S. cerevisiae, cepa 

Florida 2 y ATCC (Modificado de Collins, 1989, Yépez, 1995). 

5.1.1 Evaluación de la sensibilidad de  S. cerevisiae en diferentes 

concentraciones de pH en medio   YPG  

Cada cepa se sembró en caldo YPG (Yeast Peptone Glucose),  posteriormente 

cada cepa fue resembrada en agar YPG ajustado a diferentes pHs: 2.92, 3.12, 3.3, 

4.17, 4.86, 5.5, 5.86. Se incubó  a 37 °C durante 48 horas  y se registró el 

crecimiento en cada uno de los medios. 
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5.1.2 Evaluación de la sobrevivencia de las cepas  S. cerevisiae en  YPG a 

diferentes pHs mediante cuenta viable. 

� Cada cepa de S. cerevisiae (Florida 2 y ATCC 9763), se ajustó a una 

concentración 1.5X106 UFC/mL usando el  nefelómetro de McFarland  No. 5. 

Para cada cepa se diluyó de 10-1 a 10-6,  , se  sembró cada concentración en 

medio YPG con pH ajustado (2.97, 3.11, 3.64 y 5.86). Se incubó  a  35 ºC 

durante 48 horas. El ensayo se hizo por triplicado.  

� Para cada cepa se llevo a cabo una prueba de viabilidad, en cada dilución, se 

consideraron las placas que presentaron entre  10 y 150 UFC/mL, en medio 

YPG, sin ajuste de pH (NOM-111-SSA1-1994). 

5.2 Tolerancia de S. cerevisiae a diferentes concentraciones de bilis 

(Modificado de Pérez, 2005). 

 5.2.1 Evaluación de la sensibilidad de  S. cerevisiae a diferentes 

concentraciones de bilis. 

Cada cepa se sembró  en medio de YPG (Yeast Peptone Glucose) ajustado 

a diferentes concentraciones  de  ácido taurodeoxicólico (TDCA) Sales 

biliares No. 3  (0.05, 0.1, 0.2, 0.3,  0.5, 1 y 2%). 

           Se incubó a  35 °C durante 48 horas, se observó crecimiento en cada 

placa. 
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5.2.2 2 Evaluación de la sobre vivencia de las cepas  S. cerevisiae en  

YPG a diferentes concentraciones de bilis (0.05, 0.1, 0.2, 0.25% de ácido 

taurodeoxicólico). 

Las cepas de S. cerevisiae Florida 2 y ATCC 9763, fueron ajustadas al tubo 5 

del nefelómetro de McFarland. Se hicieron diluciones seriadas de  10-1 a 10-6   y se  

sembrarón en placas con medio YPG ajustando a diferentes concentraciones de 

TDCA (0.05, 0.1, 0.2, y O.25%) (Sales  biliares No. 3). Se incubó a 35°C durante 

48 horas. Al final se hizo la cuenta de placas en donde se obtuvo la cuenta viable 

entre 20 y 150 UFC/ml.  El ensayo se realizó por triplicado.  

� A cada cepa se le  hizo una prueba de viabilidad, en cada dilución, se 

consideraron las placas que presenten entre  10 y 150 UFC/mL, en medio 

YPG, sin sales biliares. 

5.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS 

SOBRENADANTES DE  S. cerevisiae SOBRE PATÓGENOS (Modificado de 

Texeira, 2007). 

5.3.1 OBTENCIÓN DE LOS  SOBRENADANTES 

Se sembraron las cepas de S. cerevisiae  Florida 2 y ATCC 9763 en caldo YPG, 

se incubaron  35°C durante 24 horas. Los tubos que presentaron crecimiento, se 
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centrifugaron a 3500 rpm durante 10 minutos, obteniendose el  sobrenadante. Los 

sobrenadantes libres de células se esterilizaron mediante la técnica de   

microfiltración (con jeringa acoplada a portafiltros con membrana  de nitrocelulosa  

con poro de 0.22 µm estéril). El sobrenadante estéril se colectó  en viales estériles. 

5.3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

Una vez obtenidos los sobrenadantes, se hizo una evaluación de la inhibición de 

crecimiento en agar. En cajas Petri se vaciaron 20 ml de agar BHI y se colocó 

cada una de las cepas testigo a una concentración ajustada al tubo no.5 del 

nefelómetro de  MCFarland (se adicionó de tal forma que se formara un césped) y 

se dejó solidificar. Posteriormente,  con ayuda de pinzas estériles se colocaron 

sobre el césped de agar solidificado,  uno por uno los  penicilindros a una 

distancia equidistante.  Con ayuda de un micropipeta se colocaron 200 µl del 

sobrenadante de la cepa ATCC y Florida 2, obtenidos anteriormente. Las placas 

se incubaron a 35°C durante 48 horas, pasado el tiempo se observó la presencia o 

ausencia de halos de inhibición. 

5.4 ENSAYO DE ADHERENCIA (Modificado de Pérez, 2005). 

Para la prueba de aglutinación se creció el cultivo de s. C.  en caldo YPG, 

durante 48 horas a 35 ºC. Los patógenos se crecieron en caldo BHI durante 48 

horas a 35 ºC. Se ajustó el crecimiento de las cepas al Nefelómetro de  5 (cepas 
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prueba y patógenos) se realizó la mezcla de Florida 2 con cada patógeno y de la 

misma manera para el aTCC, se incubó a 35ºC durante 48 horas.  Transcurrido el 

tiempo, en un portaobjetos se colocó una gota de patógenos y una de S. 

cerevisiae,  esto se llevó a cabo para cada cepa en estudio (ATCC y Florida 2). 

Posteriormente se observó al microscopio, objetivo 40 x. 
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6.- RESULTADOS Y  DISCUSIÓN 

 

Se decidió utilizar el medio YPG (Yeast Peptone Glucose) para el crecimiento 

de  S. cerevisiae, debido que el agar papa dextrosa (PDA) no gelificaba a pHs 

2.92   a  5.86 y  en  presencia de  sales biliares generaba precipitación de éstas al 

momento de adicionarlas al medio.  Se decidió utilizar YPG debido a que plas 

cepas en estudio presentaron buen crecimiento.  Yépez (1995) y Pérez  (2005) 

reportan que es un medio de cultivo empleado como control para cepas de 

Saccharomyces cerevisiae cultivadas en melazas de caña y que además aporta 

las fuentes de carbono que auxiliaran a la rápida recuperación de la levadura. 

6.1  Efecto de diferentes pHs en el crecimiento de S. cerevisiae, cepa 

Florida 2 y ATCC (Modificado de Collins, 1989, Yépez, 1995). 

6.1.1 Evaluación de la sensibilidad de  S. cerevisiae en diferentes 

concentraciones de pH en medio   YPG  

En el Cuadro 5 se observan las UFC/mL obtenidas en la prueba de viabilidad 

de la levadura en condiciones óptimas para su crecimiento. Tomando en cuenta lo 

establecido por  la NOM-111-SSA1-1994, la cual  establece considerar la cuenta  

de placas con  10 a 150 colonias, sólo se realiza el conteo de la dilución 1 x 106, 
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por lo que observamos que el ATCC presenta mejor crecimiento frente a la cepa 

Florida 2.    

Cuadro 5. Crecimiento de cepas de S. cerevisiae  (Florida 2 y ATCC 9763) en 
medio YPG 

Viabilidad 

Concentración 1.00E+02 

Dilución 1.00E+06 

FLORIDA 2 42 UFC/mL 

ATCC 59 UFC/mL 

 

Las UFC crecidas en medio YPG tanto de la cepa Florida 2 y la ATCC, 

presentaron características típicas de S. cerevisiae: brillantes, lisas, convexas, de 

bordes bien definidos. En cuanto a la morfología microscópica  se observó: forma 

ovalada, de 8 a 14 µm y gemación (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  A.  Morfología colonial; B  microscópica de la cepa Florida 2 y ATCC 
de Saccharomyces cerevisiae 

A B 
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En el cuadro 6 observamos que ambas cepas crecieron en el intervalo de pHs 

de trabajo (2.92 a 5.86), la cepa  ATCC presenta  crecimiento  abundante a partir 

del  pH 3.3  y mantiene ése comportamiento hasta pH 5.86. Para la cepa Florida 2 

observamos el umbral de crecimiento a  pH 4.17, antes y después de éste valor, el 

crecimiento es moderado.  En la figura 1  observamos el crecimiento en placa que 

se obtuvo para el pH 3.3  y 4.17.  

Cuadro 6.  Registro de crecimiento en placa a diferentes pH’s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. A. Crecimiento de ATCC en pH 3.3 B. Crecimiento de Florida 2 a pH 4.17 

pH  ATCC 9763 Florida 2 

2.92 + + 

3.12 ++ ++ 

3.3 +++ ++ 

4.17 +++ +++ 

4.86 +++ ++ 

5.5 +++ ++ 

5.86 +++ ++ 

A B 

pH 3.3 pH 4.17 
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Los resultados obtenidos en éste ensayo, confirman lo reportado en bibliografía,  

las levaduras crecen en intervalos de 3.5 a 5.0, debido a  la actividad de las 

proteínas plasmáticas que se encuentran en los límites de la membrana y 

contribuyen a tolerar éstos pHs (Rose, 1987; Reynolds et al., 2008).  Lo que 

menciona  Narendranath (2001), es que  S. cerevisiae es   resistente a la adición 

de ciertos ácidos, posiblemente por la contribución del medio de cultivo utilizado,  

ya que puede conferirle cierta protección a la levadura bajo condiciones de  estrés.   

 Las cepas en estudio crecieron en pH 2.92, el mínimo obtenido durante el ajuste 

del medio, esto indica que puede atravesar la  primera barrera  a la que se 

enfrentaría al ser ingerido,  ya que el  pH durante la  digestión gastrointestinal es 

extremadamente ácido. El crecimiento en pH bajo es requisito para ser 

considerado como  probiótico, ésto por  las condiciones a las que enfrenta en 

tracto intestinal.   (Jin et al 1998).  

6.1.2 Evaluación de la sobrevivencia de las cepas  S. cerevisiae en  YPG a 

diferentes pHs mediante cuenta viable. 

En el Cuadro 7 se muestra las UFC/mL  de la cepa Florida 2 y ATCC que 

sobrevivieron en medio YPG ajustado a diferentes pHs. Tomando en cuenta lo 

establecido por la NOM-111-SSA1-1994, sólo se consideraron aquellas diluciones 

donde se cumple el recuento de UFC, por lo que consideramos la  dilución 1 x 106, 
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por lo que observamos que el ATCC presenta mayor cantidad de UFC/mL que la 

cepa Florida 2, es  decir, presentó mayor tolerancia ante tal condición. Es 

importante mencionar que el crecimiento óptimo fue  a pH 3.11 en ambas cepas, 

pero que pueden tolerar los pHs de trabajo (2.92 a 5.86) sin que la pérdida  de 

viabilidad sea drástica. 

Cuadro 7. Sobrevivencia de cepas de Saccharomyces cerevisiae  en medio 
ajustado a diferentes pHs 

pH 

  ATCC A2 

Concentración 1.00E+02 1.00E+02 

Dilución 1.00E+06 1.00E+06 

2.97 69 44 

3.11 71 62 

3.64 56 17 

5.86 86 59 

 

 De acuerdo a Casal (1996),  microorganismos como S. cerevisiae bajo 

condiciones  aeróbicas, pueden usar como fuentes de carbono ácidos orgánicos 

de cadena corta como acético y láctico, por lo que en el  interior de la célula, estos 

compuestos  generan una acidificación del  citoplasma, y aunque  por el hecho de 

ser eucarióticas, deben mantener su  pH intracelular a pesar de las variaciones de 

pH extracelular, se realiza la  expulsión de  protones sin  requerimiento de ATP, 

generándose un aumento del pH intracelular, permitiéndole a la levadura  resistir 

rangos amplios (2.4 a 8.6) de pH ácidos (Rose, 1987). 
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Podemos comparar los resultados obtenidos  con los reportados por Membre et al 

(1999) , quienes encontraron que el pH óptimo entre 3.5  y 5.0 ± 0.2 y que a 2.5 ± 

0.2 se observa una disminución del 30% en la tasa de crecimiento de S. 

cerevisiae. 

Debido a que estos microorganismos deben tolerar la presencia de los jugos 

gástricos, es importante mencionar que éstos son secretados en el estómago, 

como una sustancia muy ácida cuya función es degradar el alimento, que  posee 

un pH de aproximadamente 2.0.  La resistencia de las cepas de S. cerevisiae a un 

pH bajo  puede deberse a la presencia de  antiportadores que ayudan al  

intercambio de cationes monovalentes a través de las membranas, regulando el 

pH a nivel  citoplasmático (Thomas, 2002). Los dos tipos de anti-transportadores 

de Na+/H+ que posee la levadura son: ha1p, en membrana plasmática y Nhx1p, 

en compartimiento endosomal prevacuolar. Estas proteínas 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 

citoplasmático y de organelos (Sychrovae H, 1999, Ohgaki, 2005) 

 Para mejorar la resistencia al paso por el estómago y primera parte del intestino 

de los probióticos, Stanton  y cols.,  recomiendan someterlos a condiciones de 
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estrés subletal, como tratamiento con ácidos o calor, que les provoca la expresión 

de genes de respuesta adaptativa al estrés que los hacen más resistentes. 

6.2 Tolerancia de S. cerevisiae a diferentes concentraciones de bilis  

6.2.1 Evaluación de la sensibilidad de  S. cerevisiae a diferentes 

concentraciones de bilis. 

En el cuadro 8 se registran los resultados obtenidos para las cepas probadas, 

éstas toleraron la presencia de diferentes concentraciones de sales biliares (0.05, 

0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1 y 2%), encontrando que la cepa ATCC 7369 sobrevivió hasta la 

concentración de 0.3 de bilis, en tanto que la cepa Florida 2 solo toleró  0.2 

Cuadro 8. Tolerancia a bilis de cepas en estudio. 

% TDCA ATCC 9763 LA FLORIDA 
2 

0.05 + + 

0.1 + + 

0.2 + + 

0.3 + - 

0.5 - - 

1.0 - - 

2.0 - - 
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      Ambas cepas, presentan disminución del crecimiento  a partir de la 

concentración de  0.3% de bilis. La literatura menciona que  las levaduras activan 

mecanismos de resistencia  a este tipo de compuestos, produciendo metabolitos 

para sobrevivir las condiciones de estrés (Rose, 1987).  Gilliland y colaboradores 

(2004), reportan que la concentración que debe resistir un microorganismo 

probiótico es de  0.3% de bilis,  aunque menciona que la  mayoría de las especies 

de levadura crecen incluso hasta 0.75%  en presencia de sales biliares.  

         La bilis actúa como detergente biológico que emulsiona  y solubiliza los 

ácidos grasos de cadena larga, además le confiere actividad  antimicrobiana, al 

generar la disolución de las membranas bacterianas (Beagley, 2006). 

6. 2 Evaluación de la sobrevivencia de las cepas  S. cerevisiae en  YPG a 

diferentes concentraciones de bilis (0.05, 0.1, 0.2, 0.25% de ácido 

taurodeoxicólico 

Para evaluar la sobrevivencia de las cepas crecidas en YPG adicionado con 

sales biliares, nos apegamos a lo establecido por la NOM-111-SSA1-1994, 

sólo se consideraron aquellas diluciones donde se cumple el recuento de UFC, 

por lo que consideramos la  dilución 1 x 105.. Observamos que la cepa Florida 

2 presenta mayor cantidad de UFC/mL que la cepa ATCC hasta 0.2% de bilis. 

En  0.25 % de sales biliares la cepa Florida 2 no presenta crecimiento, en tanto 
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que para ésta concentración, la cepa ATCC registra el mayor crecimiento. De 

forma general, se puede decir que ambas cepas fueron tolerantes a la 

presencia de bilis. 

Cuadro 9. Tolerancia de cepas a diferentes concentraciones de bilis 

0.05 % bilis 

concentración 1.00E+03 

diluciones 1.00E+05 

FLORIDA 2 35  UFC/mL 

ATCC 11  UFC/mL 

0.1 % bilis 

concentración 1.00E+03 

diluciones 1.00E+05 

FLORIDA 2 38  UFC/mL 

ATCC 19  UFC/mL 

0.2 % bilis 

concentración 1.00E+03 

diluciones 1.00E+05 

FLORIDA 2 63   UFC/mL 

ATCC 13  UFC/mL 

0.25 % bilis 

concentración 1.00E+03 

diluciones 1.00E+05 

FLORIDA 2 0  UFC/mL 

ATCC 13  UFC/mL 

 

             Al comparar lo obtenido con lo reportado  en literatura, encontramos 

relación   con lo mencionado por Rose (1987), que dice que las levaduras activan 

mecanismos de resistencia a sales biliares,  y a valores muy altos como 0.75%,  
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tienden a retardar su metabolismo. Se observa que a 0.3% el crecimiento 

disminuye para la cepa Florida 2.  

 Para  S. cerevisiae, se ha reportado que los ácidos grasos insaturados (en   

membrana  célular) confieren la  resistencia a las sales biliares (Begley, 2006).   

Según Ortiz y colaboradores S. cerevisiae posee proteínas integrales de 

membrana unidas a ATP (proteínas ABC), responsables de la translocación de las 

sales biliares y pueden transportar eficientemente ácidos biliares conjugados.   Se 

ha encontrado la presencia de vesículas  similares a las encontradas en 

mamíferos en  las levaduras, que pueden internalizar las sales  para su posterior 

degradación (St. Pierre et al. 1994). 

Otro mecanismo por el cual la levadura es resistente a altas concentraciones de 

sales biliares, se centra en la acumulación de polioles y glicerol, como mecanismo 

para regular la presión osmótica de la célula. Moser y Savage (2001), indicaron 

que las especies de levaduras que toleran sales biliares contribuyen a la función 

de los microorganismos en el tracto gastrointestinal (Duncan, 2003). 

En esta sección podemos mencionar que al igual que Psomas (2001) las cepas de 

estudio presentan tolerancia a intervalos de pH (principalmente ácidos) y 

concentraciones de sales biliares,  además de un desarrollo a 35 °C, por lo que se 
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puede asegurar que cumplen con los criterios de selección para considerar su  

potencial probiótico.  

6.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS 

SOBRENADANTES DE  S. cerevisiae SOBRE PATÓGENOS  

6.3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 

En el cuadro 10, observamos que ambas cepas permitieron el crecimiento de  

los patógenos, sin producir halo de inhibición.  Se empleó un testigo positivo L. 

casei, con  la generación de compuestos antimicrobianos que logran la inhibición 

de  patógenos, como E.coli y Salmonella spp. 

Cuadro 10  Efecto de sobrenadantes sobre el crecimiento de patógenos 

Cepa 
FLORIDA 

2 
ATCC 

9763 L. casei 

L. 
monocytogenes + + + 

E.coli + + diam: 1.4 cm/ halo 3 cm 

Salmonella spp. + + diam: 1.84 cm/ halo 4 cm 

S. aureus + + + 
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Figura 3  A. Efecto de los sobrenadantes a S. Typhi. B. Efecto de sobrenadantes en E.coli 

 

Figura 4 C. Efecto de los sobrenadantes a L. monocitogenes D. Efecto de sobrenadantes 

en S. aureus 

 

E.coli 

FLORIDA 

2 
S. Typhi 

FLORIDA 
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L. casei 
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9763 
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9763 

L. casei 

L.monocytogenes S. aureus 

ATCC 

9763 
L. casei 

ATCC 

9763 FLORID

A 2 

A B 

C 
D 
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De lo anterior podemos establecer que S. cerevisiae no posee actividad 

antimicrobiana o genera compuestos que contribuyan a la inhibición de los 

patógenos presentes en éste estudio. Por el contrario, en patógenos como S.  

aureus, las sustancias producidas en el sobrenadante, contribuyen a la 

propagación de éste.   

Este ensayo de antagonismo frente a patógenos demostró 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 patógenos 

evaluados, lo que confirma que el mecanismo de acción de las levaduras es 

diferente al de bacterias como Lactobacillus spp., o Bifidobacterium spp., que 

producen bacterioriocinas y ácido láctico. Las levaduras compiten por los sitios de 

adherencia y por la exclusión competitiva; lo que hace pensar que estas son más 

resistentes al ambiente gastrointestinal siendo su colonización y multiplicación 

más fructífera en comparación con los patógenos. 

 Dawson y colaboradores (1987), sólo reportan que S. cerevisiae  puede 

aportar factores de crecimiento  e incluso compuestos para la inhibición de 

toxinas.  Sin embargo existe, S. boulardii, la cual puede convertir diferentes 

compuestos tóxicos  en  agentes mutágenicos.  
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Aunque no genere compuesto antimicrobianos puede realizar otro tipo de 

mecanismos que le permitan actuar como probiótico.  S. cerevisiae  contiene 

grandes cantidades de ß-glucanos en su pared celular, que actúan  como 

promotores de la activación inespecífica del sistema inmune. Estos compuestos, 

son  polímeros de glucosa con uniones beta-(1-3) que se pueden encontrar en 

forma de   partículas o en forma soluble y tienen capacidad inmunoestimulante, 

mediante la  estimulación de macrófagos y neutrófilos y de esta forma  protegen al 

huésped de  infecciones. Probablemente lo que observamos en el ensayo pueda 

relacionarse con situaciones de estrés  de la cepa donde se producen y liberan 

corticoides endógenos,  que deprimen la respuesta inmune y se genera un 

desequilibrio en la flora intestinal,  situación propicia para la colonización por 

patógenos (Pelizon et al, 2003). 

 

6.4 ENSAYO DE ADHERENCIA  

En este ensayo se expusieron ambas cepas a los  patógenos empleados en 

éste  estudio. Se verificó mediante la observación al microscopio  el 

comportamiento tanto de las levaduras como de los patógenos.                                   

De acuerdo a la observación en microscopio, se observa que los microorganismos 

patógenos no se adhieren a la pared celular de la levadura, lo que se alcanza a 
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percibir es que pueden sobrevivir en el mismo medio, pero no interactuan entre sí 

(Ver Cuadro 11). 

Cuadro 11. Adherencia de patógenos a S. cerevisiae 

Cepa patógeno Florida 2 

E.coli - 

Salmonella spp - 

S. auereus - 

L. monocytogenes - 

 

Se reporta en la bibliografía que en estudios in vitro,  la inhibición de la 

adherencia de patógenos como E. coli, Salmonella Typhimurium y Enterococcus 

faecalis, por bacterias ácido lácticas  (Todokiri et al, 2001). McFarland  (1994) 

reportó la disminución en la incidencia de  diarrea causada por Clostridium sp. al 

administrar levaduras Saccharomyces cerevisiae var. boulardii,  sin embargo no se 

ha  dilucidado si el mecanismo de adhesión y por lo tanto exclusión era usado por 

el probiótico para evitar la colonización del patógeno. 

  Por otro lado,  Gedek (1999) reportó que cepas de E.coli enteropatogénica y  

Salmonella  Typhi,   se unían a S. cerevisiae por receptores tipo lectina  
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dependiente de manosas o derivados de estas presentes en la pared celular de la 

levadura,  

Es de gran importancia la   adhesión a la mucosa intestinal para la modulación 

de la respuesta inmune del huésped y la exclusión de patógenos tales  como 

Helycobacter pylori, Salmonella sp, Listeria sp o Clostridium sp. (Alander et al, 

1999).                                                        

Aunque  en éste estudio no se observó  la adherencia de la levadura a los 

patógenos,  Rubio (2007)  evaluó cualitativamente la formación de agregados de 

S. cerevisiae, y la disposición de los patógenos en torno a dichos agregados, lo 

cual evidenció que las células de levadura forman agregados que evitarían in vivo 

la adherencia de los patógenos al epitelio gastrointestinal. Su  evaluación mostró 

que los patógenos empleados como Salmonella spp.  E.coli y en menor proporción 

de Shigella spp. , se adhieren.  Aunque los mecanismos de acción de las 

levaduras utilizadas como probióticos son amplios, se reconoce que su acción no 

solamente se debe a la exclusión competitiva disminuyendo la adherencia del 

patógeno al epitelio gastrointestinal o la capacidad de adherirse a las 

microvellosidades intestinales, sino también al antagonismo. 
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CONCLUSIONES 

 

�La cepa Florida 2 de S. cerevisiae, proporcionada por la empresa Ácidos 

Orgánicos y el ATCC 9763,  tienen la capacidad de sobrevivir en condiciones 

ácidas a pH   2.92 a 5.8, por lo que tienen capacidad para resistir el paso por 

tracto gastrointestinal. 

� Las cepas en estudio toleraron la presencia de sales biliares 

� La cepa ATCC  sobrevivió hasta  0.3 % de bilis,  “Florida 2” tolero hasta 0.2 % 

de TCDA.  

�Se demostró que ambas cepas no producen sustancias inhibidoras con algún 

efecto antimicrobiano. 

�En la prueba de adherencia se observó que no se produce adhesión  de los 

patógenos a la pared celular de la levadura. 

�De acuerdo a los resultados obtenidos  en los ensayos realizados, se puede 

inferir que la cepa Florida 2 de S.cerevisiae en estudio, cumple sólo con dos 

puntos de los criterios para denominarla probiótico (tolerancia a pH y tolerancia a 

sales biliares). 
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ANEXO I 

 

 

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES EMPLEADAS 

•Agar YPG  

Composición: Dextrosa 20 g, Peptona de gelatina 10 g, Extracto de Levadura 
10 g, Agar  18 g, Agua destilada 1000 mL 

Mezclar los ingredientes en el agua y disolver por calentamiento. Esterilizar en 
autoclave a 121 °C durante 15 minutos. 

�Caldo  y agar BH  Marca DIBICO 

�Solución de sales biliares al 5%  (TDCA ácido taurodeoxicólico, Sales biliares 
No. 3). 

�Solución Buffer (Fosfato de potasio monobásico). 

�Solución de ácido tartárico al 10%  

�Solución de Hidróxido de Sodio al 10 % 


