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RESUMEN

La levadura Saccharomyces cerevisae, Cepa La Florida 2, es un componente
bioldgico empleado principalmente en la industria de la panificacién, con el objetivo
de transformar los azlucares presentes en la masa en di6xido de carbono, alcohol
etilico y energia, dando como resultado el incremento de volumen en el pan y
modificacién de sus caracteristicas sensoriales. Aunque es el campo de mayor
aplicacién, 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 probiético. En el presente
estudio se evaluaron éstas caracteristicas en la Cepa Florida 2 y una cepa ATCC
9763, para establecer su potencial como probi6tico. Se realizaron evaluaciones
cualitativas y cuantitativamente sobre la resistencia a pH, en el intervalo 2.92 a
5.86, obteniendo un crecimiento 6ptimo 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 evalu6 mediante difusion en placa en
conjunto con la observacion en microscopio 6ptico, la adherencia de patégenos
(Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150, Salmonella Typhi ATCC 6539, Listeria
monocytogenes ATCC 19114 y Staphylococcus aureus), no se observé algun efecto
que contribuyera a la inhibiciébn de los patégenos, no se observa produccion de
compuestos antimicrobianos, ni adhesion de los patégenos a la cepas, Florida 2 y

ATCC.



1.- ANTECEDENTES
1.1TRACTO GASTROINTESTINAL HUMANO

El tracto gastrointestinal, también llamado tracto digestivo, es el sistema de
organos que cumplen con funciones de ingestion, digestion, absorcidén vy

excrecion (Bruce, 2004).

Los microorganismos presentes en el tracto digestivo, tienen una cuenta
aproximadamente 1x10"" bacterias por gramo de contenido, divididas entre
aproximadamente 400 diferentes microorganismos, los mas abundantes incluyen,
Bacteroides, Pepto-Streptococcus, Eubacteria, Bifidobacteria, Enterobacteria,

Streptococcus, Lactobacillus, Clostridiumy Staphylococcus (Naidu et al., 1999).

La microbiota presente en el tracto gastrointestinal, es el resultado de la inteccidén
entre las bacterias internas y el medio externo.  En la vida cotidiana esta
interaccion puede modificarse por factores como, edad del individuo, dieta,
estado inmunolégico, uso de antibidticos, 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 6rdenes



de 101 a 103 UFC/ml, en tanto que regiones como el ileon distal contienen

enterobacterias y Bacteroides en érdenes de hasta 10/ UFC/ml (Pérez, 2003).

Cuadro 1. Microorganismos presentes en tracto digestivo

Microorganismo de tracto digestivo  Ubicacién

Achromobacter spp. Intestino grueso, ileon bajo
Acidaminococcus frementans Intestino grueso
Acinetobacter calcoaceticus Intestino grueso, ileon
Aeromonas spp. Intestino grueso, ileon bajo
Alcaligenes faecalis Intestino grueso, ileon bajo
Bacillus spp. Intestino grueso
Bacteroides spp. Intestino grueso, ileon bajo
Bifidobacterium spp. Intestino grueso
Butyriviberio fibrosolvens Intestino grueso
Campylobacter spp. Intestino grueso

Candida albicans Intestino grueso, ileon bajo
Clostridium spp. Intestino grueso, ileon bajo
Corynebacterium spp. Intestino grueso, ileon bajo
Enterobacteriaceae Intestino grueso, ileon bajo
Enterococcus Intestino grueso, ileon bajo
Eubacterium spp. Intestino grueso
Flavobacterium spp. Intestino grueso, ileon bajo
Fusobacterium spp Intestino grueso, ileon bajo
Lactobacillus spp Intestino grueso, ileon bajo
Mycobacteria spp Intestino grueso, ileon bajo
Mycoplasma spp Intestino grueso, ileon bajo
Peptostreptococcus spp Intestino grueso, ileon bajo
Propionibacterium spp Intestino grueso
Pseudomonas aeruginosa Intestino grueso, ileon bajo
Ruminococcus bromii Intestino grueso

Sarcina spp Intestino grueso
Staphylococcus aureus Intestino grueso, ileon bajo
Veillonella spp Intestino grueso
Streptococcus grupo viridans Intestino grueso, ileon bajo
Vibrio spp Intestino grueso, ileon bajo

Tomado de (Montiel, 1997).



La microbiota intestinal, produce los siguientes efectos: 1) Degradacién de
nutrientes, 2) Produccion de acidos grasos volatiles, 3) Absorcién de metabolitos
bacterianos, entre otros. Existen dos tipos de microbiota intestinal: la autoctona y
la transitoria. La autoctona se adhiere a las células epiteliales de la mucosa,
generalmente son microorganismos que se multiplican rapidamente, se adaptan,
estabilizan y son inocuos. La flora transitoria, son microorganismos no patégenos

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

1.2 PROBIOTICOS

Las bacterias lacticas han estado presentes en la alimentaciéon del hombre
desde hace muchos afos, dando caracteristicas organolépticas a los alimentos

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

Hacia 1907, el bidlogo ruso Elie Metchnikoff, ganador en 1903 del premio
Nobel por su teoria de los fagocitos, sugirié que el proceso de envejecimiento es el
resultado de la intoxicacion putrefactiva crénica ocasionada por la microbiota
intestinal, esto basado en los descubrimientos en habitantes de algunas regiones
de Bulgaria quienes consumian yogurt como parte de su dieta normal y tenian una
longevidad notoria. Metchnikoff propuso que la vida se prolongaba por el consumo
de las bacterias lacticas como Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus

thermophilus presentes en leche fermentada, surgiendo asi la teoria de que las



bacterias nocivas en el intestino pueden ser eliminadas por la acciéon de estas

bacterias benéficas (Kingsley, 2007).

En 1965 Lilly y Stillwell utilizan por primera vez el término probidtico, de origen
griego que significa, "a favor de la vida”, término utilizado para estas bacterias

qgue viven y conviven todos los dias en nuestro tracto intestinal (Fuller, 1989).

Para 1989, Fuller estableci6 que un probidtico 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 probibtico es:
“Preparaciéon de un producto que contiene microorganismos viables en suficiente
namero, los cuales alteran la microflora (por implantacién o colonizacién) 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 probiético como un microorganismo no
patdgeno resistente a la digestion, que llega al estbmago e intestino en forma

viable y que se ha probado cientificamente que tiene un efecto promotor de la



salud para el hospedero. Las acciones benéficas se encuentran documentadas en

multiples referencias de la literatura (FAO, 2001).

Los probiodticos han sido sefialados como posibles sustitutos de los antibi6ticos
(Lazaro et al., 2007). Entre los criterios importantes considerados para seleccionar
a un microorganismo como probiético son la sobrevivencia y desarrollo en el tracto
gastrointestinal (Martins et al., 2004). En el cuadro 2 se presentan las principales

caracteristicas de un probidtico.

Cuadro 2. Resumen de caracteristicas de un probidtico
Caracteristicas

Estabilidad durante su paso por estémago, pH &cido.

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

Ser resistentes ante la accién de enzimas proteoliticas.

Capacidad de adhesion al intestino, con un mecanismo especifico.

Presentar un efecto antagénico contra bacterias patégenas.

Generacién de compuestos antimicrobianos.

Propiedades inmunomoduladoras, modificando la respuesta del antigeno.

Crecimiento rapido

Viabilidad durante el procesado, empacado, almacenamiento y comercializacion.

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

Dentro de las géneros de bacterias los mas utilizadas como probioticos son las

bacterias &cido lacticas (BAL) como: Lactobacillus, Bifidobacterium,



Streptococcus,

Carnobacterium,

Aerococcus,

Pediococcus,

Leuconostoc,

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

2001).

Actualmente se utilizan mezclas probiéticas ya que la unién de varios

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

Cuadro 3. Principales probioticos

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

mesentroides

Ln. mesentroides sp. Cremoris

sp.

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




Mecanismo de accion

Los probidticos pueden actuar benéficamente al alterar el metabolismo
bacteriano intestinal a través de sus propias actividades metabdlicas o bien de
forma indirecta, interfiriendo en las actividades metabdlicas de otros grupos

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

El mecanismo de accién aun no se ha dilucidado, pero se ha propuesto lo

siguiente:

1. Por competencia entre los microorganismos

2. Produccion de sustancias antimicrobianas

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

Los probidticos pueden afectar de forma benéfica las interacciones
metabdlicas que tienen lugar en el intestino. Esto sucede mediante la supresion de
metabolitos toéxicos; por ejemplo, la presencia de proteina no digerida o
aminoacidos 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 proteinas generando cadaverina, putrescina, tiramina e
histamina. Dichos compuestos, pueden generar una irritacién de la pared

intestinal, produciendo dafo en el epitelio, produciendo un incremento en el valor



osmdético del contenido intestinal, provocando diarrea. De forma adicional, la

histamina entra en corriente sanguinea y en dosis elevadas puede generar

edemas (Otero et al., 1999).

Las BAL pueden potenciar reacciones de detoxificacion, estimulando la

digestion del alimento mediante la sustitucién de las enzimas digestivas, lo que

ayuda a la absorcion 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 probiodticos

Accion

Contribucion

Antitumoral

eincremento de la apoptosis 0 muerte celular programada de las
células

eProduccién de anticuerpos
eInhibicion de agentes quimicos carcinogénicos.

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

Diarrea

®Un incremento en la supervivencia del microorganismo probiético.
® Aumento de anticuerpos séricos contra la bacterias patégenas
®Proteccion del intestino frente al proceso infeccioso.

®Previene infecciones entéricas

Recopilado de Perdigon et al 1995b, Nadathur et al 1995, (Hirayama y Rafter, 2000).




Se ha observado que ciertas cepas de BAL actuan sobre las reacciones de
hipersensibilidad retardada, produccién de anticuerpos, activacion de macréfagos

y linfocitos (Perdigén et al., 1995).

En la actualidad, existe gran interes en consumir alimentos que, ademas de su
valor nutricional, posean beneficios adicionales previniendo enfermedades. La
industria y la investigacién han mostrado interés por conocer el modo de accién y

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

1.3 Saccharomyces cerevisiae

Caracteristicas generales

Las levaduras son hongos microscépicos, 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 (Gonzalez and

Valenzuela, 2003).

Las levaduras pueden ser haploides o diploides segun el estadio del ciclo, no
obstante ambos tipos celulares son estables y se pueden reproducir de forma
asexual mediante mitosis. La divisién es por gemacion, es decir, las células hijas

son de tamano inferior al de las células madre, inicia su crecimiento formando una

10



yema en la célula madre, con posterior divisidn nuclear, seguida de la sintesis de

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

Requerimientos nutricionales

Adams (1986) y Drew (1985) mencionan que las fuentes de carbono vy
energia 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 fermentacion.

En condiciones en las que existen altas concentraciones de glucosa, fructosa o
maltosa se realiza una fermentaciéon alcohélica, por medio de la glucolisis y
posteriormente se forma etanol. Una vez consumidos los azucares el etanol

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

Las levaduras ademas de una fuente de carbono necesitan fuentes de

nitrégeno, como fésforo, vitaminas del complejo B y distintos elementos traza.

El nitrogeno asimilable debe administrarse en forma de amoniaco, urea o
sales de amonio, aunque también se pueden emplear mezclas de aminoéacidos.
Para obtener el crecimiento 6ptimo de Saccharomyces cerevisiae se emplea acido

fosférico como fuente de fosforo, el magnesio como sulfato de magnesio que

11



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, acido pantoténico, inositol, tiamina, pyridoxina y
niacina. Es necesario un gramo de oxigeno para la produccién de 1 gramo de
levadura, en condiciones 6ptimas, se suministra con el aire que se inyecta en los

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

Las levaduras, son microorganismos que se ubican dentro del grupo que
corresponden los probiéticos. Segun Dawson (1993), los probiéticos son aditivos
no nutritivos, los cuales contienen diferentes preparaciones de levaduras con

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

S. cerevisiae se considera como un patégeno oportunista en personas
inmunocomprometidas, donde puede provocar sepsis en enfermos de leucemia y

personas con SIDA (Orbera, 2004).

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

alimentos funcionales son las siguientes:

1) no patégenos ni téxicos,

2) no se absorben en tracto digestivo,

12



3) no dejan residuos

4) se utilizan en pequenas cantidades,

5) proliferan in vivo e in vitro,

6) promueven el crecimiento de bacterias celuloliticas,

7) son estables a temperaturas elevadas,

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

Saccharomyces cerevisae es la levadura mas ampliamente comercializada,
para la produccién de cerveza, pan y vino, debido a su capacidad de generar
diéxido de carbono y etanol durante el proceso de fermentacién (Gonzéalez and

Valenzuela, 2003).

El uso de levaduras proporciona vitaminas del complejo B, minerales, proteina
y aminoacidos. Aproximadamente el 40% del peso de la levadura seca consiste en
proteina. La calidad de la proteina de origen vegetal, es equivalente a la soya con
una aportaciéon importante de lisina (Aghdamshabhriar et. al., 2006; Peralta et. al.,

2008).

13



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 probiético;

2) Levadura Inactiva, con casi nula viabilidad, practicamente 1.0 x 102 células
vivas por gramo, empleada como potenciador de sabor o bien para especies que

no toleran facilmente consumir alimentos de origen vegetal;

3) Levadura |Inactiva Enriquecida, se adiciona algun mineral traza para

obtener su incorporacién organica y generar biodisponibilidad de éste;

4)Levadura inactiva enriquecida con selenio, con gran demanda por estar
ligada organicamente a la célula y contribuir a la ingesta diaria recomendada.

14



2.-JUSTIFICACION

El empleo de Saccharomyces cerevisiae ha sido principalmente en la industria
de la panificacion, contribuyendo a generar las caracteristicas organolépticas en
el pan y es el campo de mayor aplicacion. 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, aminoacidos teniendo alto
contenido de lisina, minerales, proteinas de alto valor biolégico. Con el presente
estudio se contribuird a la documentacion que demuestre los beneficios que
aportara la levadura cuando es consumida por el ser humano, permitiendo la
comercializacién de éste producto por la empresa “La Florida” y demostrar su

potencial como probidtico.

15



3.- OBJETIVO

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

probidtico para consumo humano.

4.- OBJETIVOS PARTICULARES

*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.

16



5.- METODOLOGIA

Las cepas utilizadas para este trabajo fueron: Saccharomyces cerevisiae
proporcionada por la empresa Acidos Organicos S.A de C.V., nombrada Florida 2.
Para el estudio de actividad antimicrobiana y adherencia se utilizaron los

siguientes microorganismos:

® [ actobacillus casei (muestra aislada de queso)
®FE. coli O157:H7 ATCC 35150

® L isteria 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 Evaluacion de la sensibilidad de S. cerevisiae en diferentes

concentraciones de pH en medio YPG

Cada cepa se sembr6 en caldo YPG (Yeast Peptone Glucose), posteriormente
cada cepa fue resembrada en agar YPG ajustado a diferentes pHs: 2.92, 3.12, 3.3,
417, 4.86, 5.5, 5.86. Se incub6 a 37 °C durante 48 horas y se registré el

crecimiento en cada uno de los medios.

17



5.1.2 Evaluacion 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 ajusté a una
concentracién 1.5X10° UFC/mL usando el nefelémetro de McFarland No. 5.
Para cada cepa se diluyé de 10" a 10® , se sembré cada concentracién en
medio YPG con pH ajustado (2.97, 3.11, 3.64 y 5.86). Se incub6é a 35 °C

durante 48 horas. El ensayo se hizo por triplicado.

® Para cada cepa se llevo a cabo una prueba de viabilidad, en cada dilucién, 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 Evaluacion de la sensibilidad de S. cerevisiae a diferentes

concentraciones de bilis.

Cada cepa se sembrd en medio de YPG (Yeast Peptone Glucose) ajustado
a diferentes concentraciones de 4&cido taurodeoxicolico (TDCA) Sales
biliares No. 3 (0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1y 2%).

Se incubé a 35 °C durante 48 horas, se observd crecimiento en cada

placa.
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5.2.2 2 Evaluacion 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 acido

taurodeoxicdlico).

Las cepas de S. cerevisiae Florida 2 y ATCC 9763, fueron ajustadas al tubo 5
del nefelémetro de McFarland. Se hicieron diluciones seriadas de 10" a 10° y se
sembrarén 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 incub6 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 realizd por triplicado.

® A cada cepa se le hizo una prueba de viabilidad, en cada dilucién, se
consideraron las placas que presenten entre 10 y 150 UFC/mL, en medio

YPG, sin sales biliares.

53 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
SOBRENADANTES DE S. cerevisiae SOBRE PATOGENOS (Modificado de

Texeira, 2007).
5.3.1 OBTENCION 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
microfiltracion (con jeringa acoplada a portafiltros con membrana de nitrocelulosa

con poro de 0.22 um estéril). El sobrenadante estéril se colectdé en viales estériles.

5.3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Una vez obtenidos los sobrenadantes, se hizo una evaluacién de la inhibicion de
crecimiento en agar. En cajas Petri se vaciaron 20 ml de agar BHI y se coloco
cada una de las cepas testigo a una concentraciéon ajustada al tubo no.5 del
nefelometro de MCFarland (se adicioné de tal forma que se formara un césped) y
se dejé 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 ul 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 observé la presencia o

ausencia de halos de inhibicién.

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

Para la prueba de aglutinacién se crecid el cultivo de s. C. en caldo YPG,
durante 48 horas a 35 °C. Los patégenos se crecieron en caldo BHI durante 48

horas a 35 °C. Se ajusté el crecimiento de las cepas al Nefelometro de 5 (cepas
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prueba y patégenos) se realiz6 la mezcla de Florida 2 con cada patégeno y de la
misma manera para el aTCC, se incub6 a 35°C durante 48 horas. Transcurrido el
tiempo, en un portaobjetos se colocd una gota de patégenos y una de S.
cerevisiae, esto se llevd a cabo para cada cepa en estudio (ATCC y Florida 2).

Posteriormente se observo al microscopio, objetivo 40 x.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION

Se decidio 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 5.86y en presencia de sales biliares generaba precipitacion de éstas al
momento de adicionarlas al medio. Se decidié 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 caha y que ademas aporta

las fuentes de carbono que auxiliaran a la rapida recuperacion 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 Evaluacion 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 6ptimas 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, sélo se realiza el conteo de la dilucién 1 x 10°,
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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

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 caracteristicas tipicas de S. cerevisiae: brillantes, lisas, convexas, de
bordes bien definidos. En cuanto a la morfologia microscopica se observo: forma

ovalada, de 8 a 14 um y gemacioén (Figura 1).

08/12/2007/13:80:23

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

23



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. Reqgistro de crecimiento en placa a diferentes pH’s

pH ATCC 9763 Florida 2
2,92 + +
3.12 ++ ++
3.3 +++ ++
4.17 +++ +++
4.86 +++ ++
55 +++ ++
5.86 +++ ++

Figura 2. A. Crecimiento de ATCC en pH 3.3 B. Crecimiento de Florida 2 a pH 4.17
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Los resultados obtenidos en éste ensayo, confirman lo reportado en bibliografia,
las levaduras crecen en intervalos de 3.5 a 5.0, debido a la actividad de las
proteinas plasmaticas que se encuentran en los limites de la membrana vy
contribuyen a tolerar éstos pHs (Rose, 1987; Reynolds et al.,, 2008). Lo que
menciona Narendranath (2001), es que S. cerevisiae es resistente a la adicién
de ciertos acidos, posiblemente por la contribucién del medio de cultivo utilizado,

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

Las cepas en estudio crecieron en pH 2.92, el minimo obtenido durante el ajuste
del medio, esto indica que puede atravesar la primera barrera a la que se
enfrentaria al ser ingerido, ya que el pH durante la digestion gastrointestinal es
extremadamente acido. El crecimiento en pH bajo es requisito para ser
considerado como probiético, ésto por las condiciones a las que enfrenta en

tracto intestinal. (Jin et al 1998).

6.1.2 Evaluacion 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, s6lo se consideraron aquellas diluciones

donde se cumple el recuento de UFC, por lo que consideramos la dilucién 1 x 10°,
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por lo que observamos que el ATCC presenta mayor cantidad de UFC/mL que la
cepa Florida 2, es decir, presentd mayor tolerancia ante tal condicién. Es
importante mencionar que el crecimiento éptimo 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 drastica.

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

pH

ATCC A2
Concentracion 1.00E+02 | 1.00E+02
Dilucién 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 aerdbicas, pueden usar como fuentes de carbono acidos organicos
de cadena corta como acético y lactico, por lo que en el interior de la célula, estos
compuestos generan una acidificacion del citoplasma, y aunque por el hecho de
ser eucaribticas, deben mantener su pH intracelular a pesar de las variaciones de
pH extracelular, se realiza la expulsion de protones sin requerimiento de ATP,
generandose un aumento del pH intracelular, permitiéndole a la levadura resistir

rangos amplios (2.4 a 8.6) de pH acidos (Rose, 1987).
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Podemos comparar los resultados obtenidos con los reportados por Membre et al
(1999) , quienes encontraron que el pH éptimo entre 3.5 y5.0+0.2yquea25+
0.2 se observa una disminucion del 30% en la tasa de crecimiento de S.

cerevisiae.

Debido a que estos microorganismos deben tolerar la presencia de los jugos
gastricos, es importante mencionar que éstos son secretados en el estomago,
como una sustancia muy 4cida cuya funcién 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 citoplasmatico (Thomas, 2002). Los dos tipos de anti-transportadores

de Nat/H* que posee la levadura son: halp, en membrana plasmatica y Nhx1p,

en compartimiento endosomal prevacuolar. Estas proteinas catalizan el

intercambio de cationes monovalentes (Nat 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 (Sychrovae H, 1999, Ohgaki, 2005)

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

de los probiéticos, Stanton y cols., recomiendan someterlos a condiciones de
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estrés subletal, como tratamiento con acidos o calor, que les provoca la expresién

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

6.2 Tolerancia de S. cerevisiae a diferentes concentraciones de bilis

6.2.1 Evaluacion 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 sobrevivid hasta la

concentracion de 0.3 de bilis, en tanto que la cepa Florida 2 solo toler6 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 disminucion del crecimiento a partir de la
concentracion 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 concentracion que debe resistir un microorganismo
probidtico es de 0.3% de bilis, aunque menciona que la mayoria de las especies

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

La bilis actia como detergente biolégico que emulsiona y solubiliza los
acidos grasos de cadena larga, ademas le confiere actividad antimicrobiana, al

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

6. 2 Evaluacion de la sobrevivencia de las cepas S. cerevisiae en YPG a
diferentes concentraciones de bilis (0.05, 0.1, 0.2, 0.25% de acido

taurodeoxicolico

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,
sélo se consideraron aquellas diluciones donde se cumple el recuento de UFC,
por lo que consideramos la dilucién 1 x 10%. 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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gue para ésta concentracion, 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

diluciones

|

1.00E+05

FLORIDA 2

35 UFC/mL

ATCC

11 UFC/mL

0.1 % bilis

diluciones

1.00E+05

FLORIDA 2

38 UFC/mL

ATCC

19 UFC/mL

0.2 % bilis

diluciones

1.00E+05

FLORIDA 2

63 UFC/mL

ATCC

13 UFC/mL

0.25 % bilis

diluciones

1.00E+05

FLORIDA 2

0 UFC/mL

ATCC

13 UFC/mL

Al comparar lo obtenido con lo reportado en literatura, encontramos

relacion 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 acidos grasos insaturados (en

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

Segun Ortiz y colaboradores 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. Se
ha encontrado la presencia de vesiculas similares a las encontradas en
mamiferos en las levaduras, que pueden internalizar las sales para su posterior

degradacion (St. Pierre et al. 1994).

Otro mecanismo por el cual la levadura es resistente a altas concentraciones de
sales biliares, se centra en la acumulacion de polioles y glicerol, como mecanismo
para regular la presidbn osmatica de la célula. Moser y Savage (2001), indicaron
que las especies de levaduras que toleran sales biliares contribuyen a la funcién

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

En esta seccién podemos mencionar que al igual que Psomas (2001) las cepas de
estudio presentan tolerancia a intervalos de pH (principalmente &acidos) vy

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

potencial probiético.

6.3 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS

SOBRENADANTES DE S. cerevisiae SOBRE PATOGENOS

6.3.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En el cuadro 10, observamos que ambas cepas permitieron el crecimiento de
los patégenos, sin producir halo de inhibicion. Se empled un testigo positivo L.
casei, con la generacion de compuestos antimicrobianos que logran la inhibicién

de patdgenos, como E.coli y Salmonella spp.

Cuadro 10 Efecto de sobrenadantes sobre el crecimiento de patégenos

FLORIDA ATCC
Cepa 2 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

L. casei [

L.monocytogenes

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

S. aureus

en S. aureus
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De lo anterior podemos establecer que S. cerevisiae no posee actividad
antimicrobiana o genera compuestos que contribuyan a la inhibicion de los
patdgenos presentes en éste estudio. Por el contrario, en patégenos como S.
aureus, las sustancias producidas en el sobrenadante, contribuyen a la

propagacion de éste.

Este ensayo de antagonismo frente a patbgenos 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 accion de las levaduras es
diferente al de bacterias como Lactobacillus spp., o Bifidobacterium spp., que
producen bacterioriocinas y acido lactico. 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 colonizacién y multiplicacién

mas fructifera en comparacién con los patégenos.

Dawson y colaboradores (1987), sélo reportan que S. cerevisiae puede
aportar factores de crecimiento e incluso compuestos para la inhibicion de
toxinas. Sin embargo existe, S. boulardii, la cual puede convertir diferentes

compuestos téxicos en agentes mutagenicos.
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Aunque no genere compuesto antimicrobianos puede realizar otro tipo de
mecanismos que le permitan actuar como probidtico. S. cerevisiae contiene
grandes cantidades de B-glucanos en su pared celular, que actian como
promotores de la activacion inespecifica del sistema inmune. Estos compuestos,
son polimeros de glucosa con uniones beta-(1-3) que se pueden encontrar en
forma de particulas o en forma soluble y tienen capacidad inmunoestimulante,
mediante la estimulacion de macréfagos y neutréfilos 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 vy liberan
corticoides enddgenos, que deprimen la respuesta inmune y se genera un
desequilibrio en la flora intestinal, situacion propicia para la colonizacién por

patdgenos (Pelizon et al, 2003).

6.4 ENSAYO DE ADHERENCIA

En este ensayo se expusieron ambas cepas a los patdgenos empleados en
éste  estudio. Se verificO mediante la observacidon al microscopio el
comportamiento tanto de las levaduras como de los patégenos.
De acuerdo a la observacion en microscopio, se observa que los microorganismos

patdgenos 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 si

(Ver Cuadro 11).

Cuadro 11. Adherencia de patégenos a S. cerevisiae

Cepa patégeno Florida 2

E.coli -

Salmonella spp -

S. auereus -

L. monocytogenes -

Se reporta en la bibliografia que en estudios in vitro, la inhibicién de la
adherencia de patégenos como E. coli, Salmonella Typhimurium y Enterococcus
faecalis, por bacterias acido lacticas (Todokiri et al, 2001). McFarland (1994)
reportd la disminucién 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 adhesion y por lo tanto exclusion era usado por

el probidtico para evitar la colonizacién del patégeno.

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

Salmonella  Typhi, se unian a S. cerevisiae por receptores tipo lectina

36



dependiente de manosas o derivados de estas presentes en la pared celular de la

levadura,

Es de gran importancia la adhesion a la mucosa intestinal para la modulacién
de la respuesta inmune del huésped y la exclusion de patégenos tales como
Helycobacter pylori, Salmonella sp, Listeria sp o Clostridium sp. (Alander et al,

1999).

Aunque en éste estudio no se observé la adherencia de la levadura a los
patégenos, Rubio (2007) evalu6 cualitativamente la formacion de agregados de
S. cerevisiae, y la disposicion de los patégenos en torno a dichos agregados, lo
cual evidenci6é que las células de levadura forman agregados que evitarian in vivo
la adherencia de los patégenos al epitelio gastrointestinal. Su evaluacion mostré
que los patégenos empleados como Salmonella spp. E.coliy en menor proporcién
de Shigella spp. , se adhieren. 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
patdbgeno 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 Acidos
Organicos y el ATCC 9763, tienen la capacidad de sobrevivir en condiciones
acidas 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 sobrevivié hasta 0.3 % de bilis, “Florida 2” tolero hasta 0.2 %

de TCDA.

®Se demostrd que ambas cepas no producen sustancias inhibidoras con algun

efecto antimicrobiano.

®En la prueba de adherencia se observé que no se produce adhesién de los

patégenos 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 s6lo con dos
puntos de los criterios para denominarla probidtico (tolerancia a pH y tolerancia a

sales biliares).
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ANEXO |

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES EMPLEADAS

«Agar YPG

Composicion: 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

®Solucidén de sales biliares al 5% (TDCA acido taurodeoxicélico, Sales biliares
No. 3).

®Solucién Buffer (Fosfato de potasio monobasico).
®Solucién de 4cido tartarico al 10%

0Solucién de Hidréxido de Sodio al 10 %

50



