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Resumen

En el presente estudio se evaluo la capacidad probintic&ro de una cepa nativa d&accharomyces cerevisiae

(A) y se compard con una cepa comercial (B) utilizada como probifta@a esto se determiné la concentra-

cion de melaza de cafa (10, 20 y 30% (p/v)) que permitiera obtener la mayor cantidad de biomasa de las cepas,
asi mismo se determinaron parametros cinéticos. La concentracion de melaza que arroj6 mejores resultados fue
20% (p/v) y se encontr6 diferencia en la produccién de biomasa para la cepa en estudio A (28g/L) y la cepa
control B (3g/L) en medio melaza. Se realizaron pruéiagtro como resistencia a sales biliares, tolerancia a
rangos de pH y jugos gastricos, donde no se observaron diferencias entre la cepa A y B al medir el crecimiento.
La reduccion del colesterol en presencia de sales biliares después de 12 horas de incubacion fue de 54% para
la cepa Ay 58% para la B. Por ultimo se realiz6 una prueba de adherencia en células Caco-2, encontrando
adherencia a estas por parte de ambas cepas. De acuerdo con los resultados anteriores se demostré que la cepa
A tiene propiedades probidticas vitro que pueden ser corroboradas con posteriores estudioso que

confirmen su utilizacién como probi6tico en nutricién animal.

Palabras clave: Adherencia,Biomasa, Melaza de cafia, Probiéti@gccharomycesTolerancia

Abstract

The in vitro probiotic capacity of a native strain 8accharomyces cerevisig®) was evaluated andompared

with a commercial strain (B) used as a probiotic. The effect of the concentration of sugarcane molasses (10, 20
and 30% (w/v)) on the biomass production was investigated and kinetic parameters were determined. The best
molasses concentration was 20% (w/v) and differences in biomass production on molasses medium between
strain A (28 g/L) and control strain B (3 g/L) were observadvitro tests such as tolerance to bile salts, pH and
gastric juices were carried out, and no differences in growth between strain A and B were found. Cholesterol
reduction on presence of bile salts after 12 hours of incubation was of 54% for strain A and 58% for strain B.
Both strains showed adherence to Caco-2 cells. Results reveal that strain A passéssgsrobiotic properties

that can be verified with further in vivo studies to confirm its suitability as probiotic in animal nutrition.

Key words: Adherence, Biomass, Sugarcane molasses, Prob&diharomyceslolerance
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

Un probidtico es una preparacion o un producto que con©btencién y conservacion de cepas
tiene microorganismos viables en suficiente nimero, los
cuales alteran la microflora (por implantacion o coloniza-Se utilizaron dos cepas; la cepa\ ¢erevisiagla cual es
cion) en un compartimiento del hospedero provocandaina cepa nativa aislada previamente de melaza de cafia
efectos beneficiosos sobre la salud del mismo (Schrezeigue hace parte de la coleccion CMDM-PUJ 213, y la cepa
meier y De Vrese2001). B (S. cerevisiae var. boularflifue obtenida a partir de un
probidtico comercial. Ambas cepas fueron conservadas en
Los probidticos pueden contener una o mas cepamedio YPG (1% (p/v), extracto de levadura, 2% (p/v)
microbianas. Se han utilizado diferentes géneros bacteriggeptona y 2% (p/v) glucosa) con glicerol al 30% (p/v) a -
nos comolactobacillus, Bifidobacterium, Estreptococus, 70°C. Se determiné la viabilidad haciendo recuento en
Leuconostoc, Pediococus, Propionibacterium, Bacillus yplaca en agar YPG cada dos meses con el fin de establecer
Escherichia colino patégenos, asi como levaduras della estabilidad del banco.
géneroSaccharomyce@-uller, 1992).
Produccion de in6culo
S. cerevisiada sido ampliamente estudiada, pero se cono-
ce poco acerca de su capacidad como microorganismil inéculo utilizado para todos los cultivos discontinuos
probidtico, ya que las investigaciones se han enfocado efne preparado en 40 mL de medio YPG o melaza de cafia
otros microorganismos de mayor uso (Guslehdi.,2003).  en las diferentes concentraciones evaluadas con
Esta levadur&a sido reportada como un suplemento en laampicilina (300 mg/L). Posteriormente se adicioné una
dieta de animales monogastricos (Agarethl, 2000), suspensién celular & cerevisiagcepa A) dS. boulardii
sefialando que su uso como probiético, reduce algunggepa B). Se incubo a 30°C, 150 rpm, durante 12 horas. Se
enteropatégenos, produce cambios favorables en la muceealizé recuento inicial en placa para verificar viabilidad
sa intestinal y mejora el comportamiento productivo conde la cepa.
raciones bajas en proteina (Gonzéalez y Valenzuela, 2000);
también se le ha reconocido el ser promotor de crecimierFermentacion discontinua a nivel de erlenmeyer y
to, aumentar la produccién de vitamina B, ayudar a la gabiorreactor de 1.5L de las cepas Ay B.
nancia de peso, mejorar la digestién de algunos alimentos,
estimular el sistema inmune, mejorar la asimilacion de_a evaluacion del efecto de la concentracién de melaza
nutrientes y corregir el balance de la poblacién microbianale cafia sobre el crecimiento de los microorganismos en
(Yépez, 1995). estudio se realiz6 inicialmente a nivel de erlenmeryer
con el fin de seleccionar la concentracion que permitiera
Debido a lo mencionado anteriormente, la evaluacion debtener la mayor concentracion de biomasa levaduriforme
la capacidad probiotica de este microorganismo es impompara la posterior evaluacién de la capacidad probiética.
tante, para verificar que resiste las condiciones del tractbas concentraciones de melaza de cafia evaluadas fueron:
gastrointestinal y que posteriormente la cepa en estudifl0, 20 y 30% (p/v)) empleando caldo YPG, como medio
puede ser suministrada al animal. Para llevar a cabo estogntrol.
es necesaria la produccion de biomasa levaduriforme, para
lo cual se debe seleccionar un sustrato econémico gqueara el cultivo en erlenmeyer de 500 mL, con el respectivo
aporte los nutrientes para el crecimiento y reproducciénmedio, se adicioné un volumen de inéculo correspondi-
Un sustrato que cumple con las condiciones descritas aente al 10% (v/v) y se mantuvo a 150 rpm, 30°C durante
teriormente, es la melaza de cafia, ya que contiene cor20 horas. Se realizaron muestreos cada dos horas con el
puestos que favorecen el desarrollo de la biomasa confon de determinar la concentracién de biomasa y
altos contenidos de carbohidratos (sacarosa, glucosagoncentracion de sustrato residual. Una vez seleccionada
fructosa), proteinas, grasas, calcio, fésforo, aminoacidos ka concentracion de melaza de cafia adecuada para ambas
vitaminas entre otros (Yépez, 1995; Téllez, 2004). cepas, se procedio a realizar fermentaciones discontinuas
en fermentador de 1.5L.
Los objetivos del presente estudio fueron evaluar la mela-
za de cafla como sustrato para la produccién de biomag cultivo en biorreactor se realizé con 540 mL del medio
levaduriformea diferentes concentraciones y determinara la concentracion de melaza de cafia seleccionada
la capacidad probiética de una cepa nativa.deerevisiae  adicionando un inéculo de 60 mL, a 150 rpm, 30°C y 1
mediante pruebagr vitro”. v.v.m., durante 20 horas. Los muestreos para la cuantifi-
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cacion de biomasa y sustrato residual fueron realizados d#e microgota (Collins y Lyne, 1989; Spencer y Ragout,
la misma forma que a nivel de erlenmeyer. Todos 1022001).
ensayos se realizaron por triplicado.
Determinacién de resistencia a jugos gastricaSe prepard
Determinacion de biomasa jugo gastrico artificial, para el cual se adicioné NaCl (2 g/
L) y pepsina (3.2 g/L), ajustando a pH final de 2.0- 2.3 con
La biomasa se determiné mediante la técnica de peso settCl concentrado. Como control, se ajustd jugo géstrico
(Godoy, 2002a) para ambas cepas. artificial a un pH de 6.5 - 7.0 con Na®MN. La esterilizacion
se llevé a cabo por filtracién con membrana de 0.22 um. El
jugo gastrico artificial y el control se inocularon con una
Determinacion de azucares reductores totales suspension de levaduras en una concentracién de 10
células/mL, éstos fueron incubados a 30°C, tomando
Teniendo en cuenta que el medio de cultivo esta compuestauestras en 0, 1, 2, 3, 4 y 24 horas. Para cada una se
por sacarosa, se hizo necesario realizar hidrdlisis acida presalizaron recuentos en placa por la técnica de microgota
via a la cuantificacion de azUcares reductores. (Collins y Lyne, 1989; Spencer y Ragout, 2001).

Se realizaron curvas patron con glucosa (0.5-2g/L) yReduccion del colesterol en presencia de sales biliares.
sacarosa (1.6-6 g/L). Inicialmente se llevo a cabo laSe prepard6 medio YPG suplementado con sales biliares
hidrélisis de las muestras con HCI (diluido 1:1) y (Bile Oxgall Difco®). Posteriormente se adicionaron 224.2
posteriormente se neutralizaron con NaOH 25% (p/v). (NTGng/mL de Lipids Colesterol Rich (Sigma ®). Este medio
587, 1994; Godoy, 2002b). Los azucares reductores fuerdiue inoculado con 1% (v/v) de la suspensién de levaduras
cuantificados por la técnica del acido 3,5 dinitrosalicilicoen una concentraciéon de*t@lulas/mL. La mezcla se llevo
(DNS) (Miller, 1959). a incubar a 30°C por 12 horas. El medio fue centrifugado a
8000 x g por 15 minutos, al sobrenadante se le adicionaron
Los datos de concentracion de melaza, fueron analizad@mL de etanol al 95% (v/v), seguido por 2 mL de hidréxido
estadisticamente por medio de una prueba “T student” code potasio al 50% (v/v). Posteriormente las muestras fueron

el programa SPSS version 14. calentadas en bafio de agua a 60°C por 10 minutos, a
continuacion se adicionaron 5 mL de hexano y 3 mL de
Evaluacioén de la capacidad probiética agua destilada agitando en vortex después de la adicion

de cada componente. De la fase acuosa (capa de hexano) se
Para determinar la capacidad probittica se realizarotransfirieron 2.5 mL a un tubo, éste fue evaporado en un
diferentes pruebas por triplicado para la cepa en estudiborno a 60°C. El residuo formado fue resuspendido en 4
(A) y para la cepa control (B). mL deO - phthalaldehido. Luego de ser mantenido durante

10 minutos a temperatura ambiente se adicionaron 2 mL
Tolerancia a sales biliaresSe evalud la tolerancia a de acido sulfirico concentrado, transcurridos 10 minutos
diferentes concentraciones de sales biliares preparandm reposo se procedié a medir la absorbancia a 550 nm
caldo YPG suplementado con sales biliares (Bile Oxgalkcontra el reactivo blanco con previa elaboracion de una
Difco®) para obtener concentraciones de 0.05, 0.1, 0.15urva patrén con una soluciéon concentrada de 130 pg de
0.2, 0.25 y 0.3% (p/v), el cual fue inoculado con unacolesterol/mL (Spencer y Ragout, 2001).
suspension de levaduras {t@lulas/mL) previamente
obtenida. Las muestras fueron incubadas a 30 + 2°C duwRrueba de adherenciaSe utilizo la linea celular Caco-2,
rante 24 h. Finalizado el periodo de incubacion sda cual fue obtenida del laboratorio de virologia de la
realizaron recuentos en placa por la técnica de microgotBontificia Universidad Javeriana. Inicialmente fue crecida
(Collins y Lyne,1989; Spencer y Ragout, 2001). a 37°C en un ambiente con 5% de,@@lizando MEM

(GIBCO ®), hasta observar la monocapa. Posteriormente
Tolerancia a pH. Se evaluo la tolerancia a pH preparandolas células fueron lavadas tres veces con PBS estéril (pH
caldo YPG el cual fue ajustado a diferentes rangos de pH.0 + 0.2). Se tomaron 5 mL de cultivo de cada una de las
(2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 y 5.0) con HCI concentradocepas, los cuales fueron centrifugados y lavados con PBS
Cada tubo, fue inoculado con una suspension de levadurastéril (pH 7.0 + 0.2), luego fueron resuspendidas en MEM.
(1Ccélulas/mL) obtenida previamente. Las muestras fueron
incubadas a 30°C durante 24h. Finalizado el periodo deas células Caco- 2 fueron inoculadas con 0.8 mL del
incubacion se realizaron recuentos en placa por la técnigaultivo de levadura tratado. La mezcla fue incubada@ 37
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durante 90 minutos en un ambiente con 5% dg {D@go  lar en el medio YPG; sin embargo, la cepa A tiene una

la monocapa fue lavada 4 veces con PBS estéril (pH 7.0 mayor velocidad de crecimiento.

0.2), a continuacion se realizd coloracion de Wright, la

cual fue observada en el microscopio invertido contand@\l realizar las fermentaciones a nivel de erlenmeger

el nimero de levaduras adheridas a las células Caco-2 emelaza de cafia 10, 20y 30 (p/v) (Figuras 2y 3), se observo

20 campos microscépicos aleatorios. La capacidad den todos los casos la presencia de una fase de adaptacion,

adherencia se expres6é como el nimero de levaduraanto para la cepa A como para la B, la cual no se presento

adheridas a 100 células Caco- 2 (Jacoleteal., 1999; con el medio YPG, esto debido a que la composicion de

Kumuraet al.,2004). este medio favorece la rapida recuperacion de la levadura
por su composicion.

RESULTADOS Al evaluar la produccion de biomasa de la cepa A en las
tres concentraciones de melaza de cafia, se observo al final
Evaluacién de la concentracion de melaza para de cada fermentacion una alta produccion de biomasa. En
obtencién de biomasa la hora 18 se obtuvo el maximo crecimient&deerevisiae
obteniendo una concentracion en g/L de 18 en 10% (p/v);
Los resultados de la fermentacion de las cepas A y B eB8 en 20% (p/v) y 31 en 30% (p/v).
medio control YPG mostraron que la mayor produccion de
biomasa se llevé a cabo durante las primeras 8 horas paea la produccion de biomasa de la cepa B en las tres
las dos cepas, y luego de la fase de desaceleracion se lleggncentraciones de melaza de cafia (Figura 3), se observo
a la misma concentracion por parte de las dos cepas (15 &/ final de cada fermentacién una baja produccion de
L) (Figura 1). El comportamiento cinético obtenido en estehiomasa comparada con la cepa A. En la hora 16 se obtuvo
estudio coincidié con lo reportado por Rubio (2008) yel maximo crecimiento d&. cerevisiae var boulardii,
Pérezet al. R005) quienes obtuvieron también la mayor obteniendo una concentracion en g/L de 2.5 en 10% (p/v);
concentracion de biomasa en las primeras 8 horas en med2®4 en 20% (p/v) y 3.2 en 30% (p/v).
YPG.
Los andlisis estadisticos para las dos cepas fueron similares.
Al comparar los parametros cinéticos (Tabla 1) de las dota prueba student, permitié concluir que existe diferencia
cepas se observa que el comportamiento cinético es simgstadisticamente significativa (p > 0.05) para decir que el
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Ficura 1. Curva de crecimiento y sustrato residual de las cepas A y B en medio control YPG con adicién de
ampicilina (300 mg/L).
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Ficura 2. Efecto de la concentracion de melaza de cafia sobre la produccién de biomasa de la cepa A a nivel de
erlenmeyer. (A) Curva de crecimiento. (B) Cambios de la concentracion de azlcares reductores totales.
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Ficura 3. Efecto de la concentracion de melaza de cafia sobre la produccion de biomasa de la cepa B a nivel de
erlenmeyer. (A) Curva de crecimiento. (B) Cambios de la concentracion de azlcares reductores totales.
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promedio de la concentracion de biomasa evaluada coAumentar la escala del proceso de fermentacién no aumento
melaza de cafia al 20% fue mayor que en la del 10%a concentracion de biomasa de la cepa B, arrojando un
Ademas, se concluyd que no existe diferencia estadisticaalor de 3.3 g/L en 14 horas, similar al valor a nivel de
mente significativa (p > 0.05) en la concentracion celularerlenmeyer (2.9 g/L), indicando que el medio melaza y las
promedio evaluada con las concentraciones de melaza debndiciones de agitacion y aireacion no favorecieron el
20 y 30%. Por lo tanto, se selecciondé la concentracion derecimiento de esta cepa, viéndose reflejado en la
melaza de cafia del 20% (p/v) para escalar el proceso diésminucion del rendimiento, la velocidad de crecimiento
fermentacion. La Tabla 1 muestra los resultados de lg la productividad con respecto al proceso a nivel de
fermentacion con 20% (p/v) de melaza para las dos cepasrlenmeyer.

Al comparar las dos cepas en medio melaza 20% /p/v), Sevaluacion de la capacidad probiética

tiene una gran diferencia en el rendimiento y la produc-

tividad, mostrando que la cepa A arroja mayores valoresSe evidencio que el crecimiento de ambas cepas fue simi-

que son resultado de la capacidad que tiene la cepa pdea manteniéndose en una concentracion ddJEC/mL,

tomar el sustrato y transformarlo en biomasa; sin embarg@&n todas las concentraciones de sales biliares evaluadas.

la velocidad de crecimiento es similar. Se present6 una leve disminucién del crecimiento en la
concentracion de 0.3% (p/v); sin embargo, se mantuvieron

Los resultados a nivel de biorreactor con la concentraciédentro del mismo ciclo logaritmico.

de 20% (p/v) (Tabla 1, Figura 4) de melaza mostré un

aumento en la concentracion de biomas&deerevisie  En cuanto a la tolerancia al pH se evidencié que la

siendo de 38.77 g/L en 14 horas, comparada con 26.88 gbncentracion de la cepa A se mantuvo en un ciclo

L a nivel de erlenmeyer, con un aumento del 44%. logaritmico de 1OUFC/mL, en todos los intervalos de

TaBLa 1. Pardmetros cinéticos de las cepas A y B a nivel de elernenmeyer y biorreactor en
medio YPG y melaza 20% (p/v).

Rendimiento Productividad
Cepa/Parametro cinético (Yys) Uy (h™h td (h) Biomasa
(g/g) (g/L/h)

Medio YPG en erlenmeyer

A 0.4 0.49 1.4 1.2
B 0.4 0.38 1.8 1.3

Medio Melaza 20% (p/v) en erlenmeyer

A 0.30 0.24 2.9 1.6

B 0.066 0.24 2.9 0.18
Medio Melaza 20% (p/v) en Biorreactor

A 0.4 0.35 2.0 2.5

B 0.036 0.086 8.1 0.2
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pH evaluados. En la cepa comercial se encontrarosuplementado con sales biliares (Bile Oxgall Difco®) y
valores mas bajos (1QJFC/mL) en valores de pH Lipids Colesterol Rich (Sigma ®), el cual fue para la cepa
inferiores a 4.0 £ 0.2, cuando el valor de pH aument6 & de 102ug/mL y para cepa B de 93.64/mL. A partir de
4.5y 5.0, el crecimiento también aument6 en un cicloesto se determinaron los porcentajes de asimilacion, siendo
logaritmico. de 54 y 58% respectivamente.

Adicionalmente, se determiné la reduccion de colesteroDe acuerdo con los resultados ambas cepas presentaron
en presencia de sales biliares. La concentracion experadherencia a la linea celular Caco-2 (Figura 5); sin em-
mental inicial de colesterol fue de 22u@mL, igualmente  bargo, la cepa de estudio A presenté mayor adherencia que
se determiné el colesterol residual del medio YPGla cepa B.

—@— Biomasa g/L CEPAA
—@— Biomasa g/L CEPA B
—A— Sustrato g/L CEPA A
—&— Sustrato g/L CEPA B

(7/6) orensns

(1/6) esewoig

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tiempo (horas)

Ficura 4. Curva de crecimiento y sustrato residual de las cepas A y B sobre medio melaza
(20% p/v) en biorreactor.

B

Ficura 5. Andlisis de adherencia por microscopio invertido d8accharomyces cerevisiaecélulas Caco-2
con colorante de Wright. (A) CepaA. (B) Cepa B.

144



Ortiz et al

DISCUSION

Fiettoet al. (2004) compararon la respuesta de cep& de
La melaza de cafia por ser un subproducto de la industrizerevisiae y S. boulardi diferentes condiciones de estrés,
azucarera, contiene impurezas en su composicién gemostrando qué. boulardiies genética, metabdlica y
frecuentemente se contamina con bacterias acido lacticagsiol6gicamente muy cercana o casi idéntic&.a
por lo que en este estudio fue necesario la adicidon deerevisiag sin embargo, existe un comportamiento muy
ampicilina (300 mg/L) para inhibir la carga acompafantediferente, en relacion a la produccion de biomasa, la
y favorecer el desarrollo de la levadura. Se ha demostradesistencia a la temperatura y la tolerancia a ciertos acidos.
que las melazas, a pesar de su bajo contenido en nitrogeAdemas se observo que la agitacion y la aireacién a nivel
y fésforo, constituyen un buen medio nutritivo para muchosde biorreactor influyé disminuyendo notablemente la
microorganismos, como hongos y bacterias. Con base erelocidad especifica de crecimiento, indicando que la
esto, se utilizé un antibioticf-lactdmico como la transferencia de oxigeno no favoreci6é a la cepa B.
ampicilina, la cual impide que la pared celular se construy&ontrariamente, la cepa A si aumenté su rendimiento,
correctamente ocasionando la lisis celular (Jacogpes velocidad especifica de crecimiento y productividad,
1999). mostrando que las dos cepas responden diferente a las

condiciones de transferencia de oxigeno y agitacion. Sin
La adicion de un antibiético como la ampicilina al medio embargo, un punto que favorecio el crecimiento de la cepa
YPG, no afect6 el crecimiento & cerevisiagya que los A fue que al ser aislada de melaza de cafia desarrolld
resultados en medio YPG con y sin ampicilina fueronfacilmente mecanismos adaptativos de tipo bioquimico al
iguales (Buitrago y Tenjo, 2007). ser cultivada en el mismo medio.

El comportamiento del sustrato residual para las cepas fukunque las levaduras activan mecanismos de resistencia a
similar, en las primeras horas se presentd un incrementsales biliares, valores muy altos tienden a retardar el
debido a la composicion de la melaza (azlcares reductoresetabolismo de las cepas (Rose, 1987). Los datos obtenidos
y sacarosa) y a la hidrdlisis de la sacarosa por parte de én el presente estudio coinciden con lo reportado por
enzima invertasa, produciendo glucosa y fructosa, estokumuraet al.(2004), quienes al exponer cepasSéecha-
monosacaridos son sustratos facilmente asimilables paomycesspp.,a 0,1% (p/v) de sales biliares y 37°C durante
SaccharomycefKazuhiko y Koz 1995) permitiendo el 72 h, no observaron disminucion en la viabilidad celular.
aumento de la velocidad de crecimiento (Figura 2). Sin
embargo, el sustrato no se consumio totalmente en ningl@rtiz (1997), asegura qu& cerevisiagposee proteinas en
caso, aparentemente como resultado de no expresar lmmembrana unidas a ATP, responsables de la traslocacion
invertasa. Segun Olsson y Nielsen (2000), la regulacion dde las sales biliares las cuales permiten transportar mas
la expresion de la invertasa 8ncerevisiaecuando se usa eficientemente acidos biliares conjugados. Se ha
sacarosa, so6lo es regulada por represion de glucosa, pemcontrado la presencia de vesiculas presentes en las
ejemplo cuando la glucosa no esta presente la invertasa kEvaduras, similares a las encontradas en mamiferos que
expresada y en este caso al haber glucosa residual no meeden internalizar las sales, para su posterior degradacion
indujo la expresion de la enzima. mediante enzimas catabdlicas (St Pietral, 1994). Otro
mecanismo por el cual la levadura es resistente a altas
La baja produccién de biomasa de la cepa B comparadaoncentraciones de sales biliares, se centra en la
con la cepa A, puede deberse a que la varibdatardii acumulacién de polioles y glicerol, como mecanismo para
presenta menor afinidad por sustratos complejos como leegular la presion osmatica de la célula con el medio externo
melaza. Las melazas pueden ser satisfactoriameni®ose, 1987).
utilizadas como sustrato; sin embargo, Brandletrgl.
(2006) analizaron que para microorganismos méad.a tolerancia a pH puede deberse a dos tipos de
exigentes es necesario el suplemento con ciertoantiportadores de N&d* que posee la levadura; Nhalp,
aminoécidos libres o sulfato de amonio que le sirvan dencontrado en la membrana plasmatica y Nhx1p, que se
fuente de nitrégeno y sugieren controlar el pH para qudocaliza en el compartimiento endosomal prevacuolar.
los medios con melaza se conviertan en un excelentEstas proteinas catalizan el intercambio de cationes
sustrato para las fermentaciones microbianas. Esto seonovalentes (Neo K*) y H* a través de las membranas,
confirma, ya que el comportamiento en caldo YPG fuede tal modo que regulan las concentraciones de cationes y
muy similar a la cepa A, teniendo en cuenta que estpH a nivel citoplasmatico y de organelos (Mitstial,
medio tiene extracto de levadura y peptona. 2005, Ohgaket al, 2005). Otro de los posibles mecanismos
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de regulacion es una ATPasa localizada en la membrart colesterol no se desestabiliza ni se precipita en el medio
citoplasmatica, ésta puede crear un gradiente electrgor su conjugacién con las sales biliares, por lo que es
guimico de protones que conduce al transporte secundammsible que las levaduras asimilen el colesterol presente
de solutos y que esta implicado en el mantenimiento detn el medio para incorporarlo a su estructura. Las levaduras
pH cercano a la neutralidad (Viegetsal, 1998; Sychrova expuestas a medio de cultivo enriquecido con colesterol
et al, 1999; Thomast al, 2002). eran mas dificiles de lisar después de ser sometidas a
sonicacion que las levaduras que no crecian en el medio
Aunque ambas levaduras toleraron valores de pH acidosnriquecido con colesterol, lo que sugiere un posible
y presentaron mecanismos que les permiten regular elambio morfologico en la pared o en la membrana celular,
pH interno, la cepa en estudio demostré mayor resistenciga que al microorganismo incorporar este esterol a su
a esta condicion, que la cepa control, probablementestructura, se hace mas resistente a la lisis celular,
por el origen de la cepa, es decir, al haber sido aislada dmmparado con los que no lo incorporan (Psoetea.,
melaza de cafia estd mejor adaptada a valores de p*03).
acidos. Los resultados son comparables con el estudio
llevado a cabo por Khulet al. (2005), en el que se Los resultados obtenidos muestran que la cepa nativa
observé un mayor crecimiento d& cerevisiaeen evaluada en este estudio es capaz de reducir el colesterol,
comparacion cors. boulardiien un medio de cultivo a caracteristica que es deseable, ya que para humanos la
pH25+0.2. hipercolesterolemia o elevados niveles de colesterol en la
sangre, es considerada como el mayor riesgo del desarrollo
La capacidad de soportar rangos de pH y concentracionei® enfermedades al corazén y en animales, la menor
de sales biliares ha sido demostrada por Psena@$2001)  presencia de colesterol genera carnes de elevada calidad y
en combinacidn con la capacidad de crecer en 37°Gje mayor demanda, al encontrarse libres de grasas. La
asegurando que éstos son criterios de seleccion para daministracion de probioticos ha demostrado que puede
evaluacion del potencial probiotico de cepas. reducir notablemente el nivel de colesterol (De S¥nat,
1998; Taranteet al., 1998).
Otra prueba que pone de manifiesto la capacidad probiética
de una cepa es la resistencia a jugos gastricos. El juges importante la adicién de las sales biliares al medio de
gastrico secretado tiene pH ~2.0 y concentracion de salesiltivo adicionado de colesterol, ya que cuando estuvieron
~0.5% (p/v) y enzimas catabdlicas (Martetsal.,2005).  ausentes, no fue posible realizar la extraccion de las
En el presente estudio, las dos cepas evidenciaromuestras para la curva patrén. Lo anterior debido a que las
viabilidad durante 24 horas, en el jugo géstrico artificial.sales biliares se encuentran presentes en el organismo en
Los recuentos obtenidos en las 4 primeras horas dactividades de emulsion, solubilizacién y absorciéon de
muestreo, permanecieron similares para ambas cepdipidos en el intestino (Beglest al, 2006).
(siendo ligeramente mayor para la cepa B); sin embargo, la
cepa en estudio tuvo recuentos superiores a partir de lano de los criterios importantes para una cepa probidtica
cuarta hora de incubacién y para la hora 24 este valoes la habilidad para adherirse a la superficie de la mucosa
siguié aumentando. (Datos no mostrados). del tracto gastrointestinal; ya quie Yivd', las células de
levadura se adhieren a los enterocitos evitando que posibles
Adicionalmente, se determiné la reduccion de colesteropatdégenos puedan efectuar como mecanismo de patogeni-
en presencia de sales biliares encontrando valores similareglad la adherencia celular. La exclusiéon por medio de la
para ambas cepas. Los resultados obtenidos en este estudimmpetencia por sitios de adherencia y por sustrato es uno
son satisfactorios ya que tan solo con 12 h de incubaciénde los mecanismos de accion de las levaduras utilizadas
37°C la asimilacion de colesterol fue del 54 y 58% para lagomo probidticos. Para este estudio se empled la linea
cepas A y B respectivamente, mientras que autores comaelular Caco-2 que proviene de adenocarcinoma de colon
Psomaset al.(2003) quienes expusieron cepas de levaduraBumano la cual, desarrolla caracteristicas de enterocitos
a una concentracion de colesterol similar obtuvieron commaduros y provee una poblacién uniforme de células
12 h de incubacion a una temperatura de 37°C valorediferenciadas las cuales pueden usarse bajo condiciones
promedio cercanos al 9,7%. Se demostr6 que la reduccidhefinidas para la cuantificacion de microorganismos
de colesterol incrementa de acuerdo al aumento del periodaherentes (Chauviert al, 1992). De acuerdo con los
de incubacion ya que Psometsal. (2003) luego de 24 h resultados ambas cepas presentaron adherencia a la linea
de incubacion encontraron valores de 84% y a las 48 horalular Caco-2 (Figura 5); sin embargo, la cepa de estudio
de incubacion a 3T se obtuvo el porcentaje maximo de A presentdé mayor adherencia que la cepa B. De acuerdo al
asimilacion 91.7%.
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estudio de Jacobsen al. (1999), en el cual se realizaron Cottins, C.H. y Lyng, P. Métodos microbioldgicos. Edito-
ensayos de adherencia a células Caco-2 con varias cepas rial Acribia. Zaragoza, Espafia. 1989, 524 péags.

de Lactobacilos,se determin6 que las cepas que DE SveT, |.; DE BoeVveR, P. y \ErRsTRAETE W. Cholesterol low-

presentaban un recuento de adherencia menor a 40 micro-
organismos en los 20 campos contados al azar se
consideraban como no adherentes, entre 41 y 100 microor-
ganismos como adherentes y mas de 100 microorganismos
como fuertemente adherentes, por lo cual las cepas Ay

se consideraron para el presente estudio como adherentes.

Por dltimo, al evaluar la cepa nativa en relacion al
probidtico comercial se pudo establecer que la cepa en

ering in pigs through enhanced bacterial bile salt hy-
drolase activityBritish Journal of Nutrition 1998,
79,185 - 194.

EIE'I‘I’O, J.; ARAUJO, R.; VaLAaDAO, F.; RETTO, L.; BRANDAO, R.;

NEeves, M.; Gowmes, F.; Ncoui, J. y GisTro, L. Molecular
and physiological comparisons betwegaccharomy-
ces cerevisia@nd Saccharomyceboulardii. Cana-
dian Journal of Microbiology2004,50, 615-621.

estudio presenta caracteristicas propias de una cepa cbuLLER, R.Probiotics.The scientific basis. Primera edicion.

potencial probidtico y ademas tiene mejores rendimientos
en cuanto a produccién de biomasa, por lo que su

Editorial Chapman - Hall. Londres, Inglaterra. 1992,
398 pags.

mente, antes de su comercializacion sera necesario formular
un biopreparado y evaluar esta cejpavivd’ en modelos
animales.

Manual de métodos analiticoBepartamento de
Ingenieria Quimica. Universidad Nacional de Colom-
bia. Bogotd, Colombia. 2002a.

Gopoy, R. Método DNS para la determinacion de azucares
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