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"A partir de los dtomos, desintegrados y vueltos a formar en el curso de varios miles de
millones de afios, se formaron todas las estrellas y planetas de nuestro Universo,
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este planeta que se plasmaron y evolucionaron los sistemas vivos. Cada dtomo de
nuestro propio cuerpo tiene su origen en esta enorme explosion.

Usted y yo somos carne y hueso, pero también somos polvo de estrellas."

Helena Curtis.
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RESUMEN

Una tendencia actual en la microbiologia de los alimentos es el empleo de
microorganismos multifuncionales. Un cultivo iniciador o starter también puede ser capaz
de desempeiniar otra/s funciones tales como probidtico, reducir la presencia de
compuestos téxicos, producir vitaminas, entre otras. Las levaduras asociadas al proceso
de vinificacion, estan plenamente adaptadas a las condiciones hostiles presentes durante
el proceso tales como bajo pH, osmotolerancia, baja disponibilidad de oxigeno y
concentraciones crecientes de etanol. Ademas, diversas especies presentan propiedades
de hidrofobicidad, produccion de exopolisacaridos y/o formacion de biofilm,
caracteristicas especiales que les permiten una adhesién mas 6ptima a la superficie de la
uva, asi como crear una barrera protectora contra otros microorganismos y/o factores
fisico-quimicos adversos. Por lo tanto, la resistencia o tolerancia a las condiciones de
vinificacién (con algunas semejanzas a las del sistema gastrointestinal) sumado a sus
similitudes estructurales y funcionales convierte a las levaduras enoldgicas en potenciales
candidatas probidticas para ejercer efectos beneficiosos sobre la salud humana. Por otro
lado, diversas especies que participan de la fermentacion alcohdlica del vino también
pueden conducir otros procesos fermentativos en los cuales pueden permanecer viables
y activas una vez finalizada la fermentacion, tales como la aceituna de mesa y la cerveza
artesanal tipo Ale sin filtrar. Es importante destacar que varias de las propiedades
tecnolégicas deseables para obtener estos productos tienen relacion con las aptitudes
que se buscan en los microorganismos probidticos. Por lo tanto, el empleo de cultivos
starter autdctonas con propiedades probidticas permitiria lograr un producto regional con
caracteristicas distintivas y ademas brindaria un valor agregado al producto por sus
beneficios a la salud del consumidor, lo que significa una mejora competitiva sustancial
para el sector alimentario. La Hipotesis del presente estudio fue: “las levaduras
autéctonas aisladas de ambientes vitivinicolas se consideran multifuncionales dado que
poseen aptitudes para ser empleadas como probidticos para humanos en co-indculo de
aceitunas de mesa y starters en cerveza tipo Ale”. El Objetivo principal fue: estudiar las
propiedades probidticas y aptitudes fermentativas de levaduras de origen enoldgico con

el fin de ser emplearlas como cultivos multifuncionales en alimentos fermentados.
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ABSTRACT

A current trend in food microbiology is the use of multifunctional microorganisms. A starter
culture may also be capable of performing other functions such as probiotic, reducing the
presence of toxic compounds, producing vitamins, among others. Yeasts associated with
the winemaking process are fully adapted to the hostile conditions present during the
process such as low pH, osmotolerance, low oxygen availability and increasing ethanol
concentrations. In addition, several species exhibit properties of hydrophobicity,
exopolysaccharide production and/or biofilm formation, special characteristics that allow
them to adhere more optimally to the grape surface, as well as to create a protective
barrier against other microorganisms and/or adverse physicochemical factors. Therefore,
resistance or tolerance to winemaking conditions (with some similarities to those of the
gastrointestinal system) added to their structural and functional similarities make
enological yeasts potential probiotic candidates to exert beneficial effects on human
health. On the other hand, several species that participate in the alcoholic fermentation of
wine can also conduct other fermentative processes in which they can remain viable and
active once fermentation is complete, such as table olives and unfiltered craft ale beer. It
is important to highlight that several of the desirable technological properties to obtain
these products are related to the aptitudes sought in probiotic microorganisms. Therefore,
the use of native starter cultures with probiotic properties would allow achieving a regional
product with distinctive characteristics and would also provide an added value to the
product for its benefits to the consumer's health, which means a substantial competitive
improvement for the food sector. The Hypothesis of the present study was: “native yeasts
isolated from viticultural environments are considered multifunctional since they possess
aptitudes to be used as probiotics for humans in co-inoculation of table olives and starters
in Ale type beer”. The main objective was: to study the probiotic properties and
fermentative aptitudes of yeasts of oenological origin in order to be used as multifunctional

cultures in fermented foods.
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CAPITULO 1
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Microbioma y Microbiota humana

El término “flora intestinal” evoluciond en las ultimas décadas hasta bifurcarse

en conceptos mas precisos como “microbioma” y “microbiota” (Prieto, 2023).

Etimologicamente la palabra microbioma significan micro: pequefio, y biome:
vida. El término microbioma fue introducido en el 2001 por el bidlogo molecular
Joshua Ledenberg, quien declard que los microorganismos simbioticos y los
humanos forman una unidad metabdlica (Sebastian et al., 2021). En la actualidad,
el término “microbioma” incluye los microorganismos, sus genomas, las condiciones
ambientales presentes en un habitat y metabolitos (Requena y Velasco, 2019,
Morales et al., 2022). El cuerpo humano es considerado un ecosistema complejo,
donde la pérdida del equilibrio en sus distintos nichos biolégicos genera

enfermedades y susceptibilidades inmunologicas (Bennett et al., 2021).

Incrementar conocimiento sobre los microbiomas se ha convertido en un tema
popular en las ultimas dos décadas no sélo en la comunidad cientifica, sino también
entre la sociedad en general. Incluso se considera que el microbioma humano es
nuestro “ultimo érgano” (Baquero y Nombela, 2012). La investigacion sobre el
microbioma humano ha pasado de ser un campo incipiente a convertirse en un area

floreciente de la investigacion médica (Proctor, 2019)

Segun Requena y Velasco (2019) y Berg et al. (2020), en términos generales,
la microbiota se refiere a la comunidad de microorganismos que residen en un
habitat especifico, con poblaciones de especies estables (autdctonas) y otras

variables (aléctonas).

Una ampliacién de la definicion de mibrobioma, permite definir el termino
microbiota de una manera mas compleja que engloba diferentes aspectos de la
dindmica microbiana (microbiota central), basandose en analisis de coocurrencia y
datos experimentales que capturan la dinamica temporal y espacial de los
microbiomas. Esto es util ya que los microbiomas autdctonas suelen ser muy

complejos y comprenden miles de especies de diferentes reinos (Berg et al., 2020).

Definir la microbiota central puede facilitar la distincion de los miembros

estables y permanentes de un microbioma de poblaciones que pueden ser
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intermitentes, asociadas solo con estados especificos del microbioma o restringidas
a condiciones ambientales especificas. Actualmente, la microbiota central se define
principalmente sobre la base de secuencias de ADN con informacion taxondmica
(Berg et al., 2020).

La microbiota autéctona humana esta constituida sobre todo por bacterias,
aunque también estan presentes virus, arqueas, mohos, levaduras y protozoos
(Berg et al., 2020). Puntualmente, la colonizacion microbiana en los seres humanos
ocurre en la piel y las mucosas de cavidades que estan expuestas al exterior, como
asi también en los tractos digestivo, respiratorio y genitourinario, y glandulas
secretoras como las sebaceas, biliar y mamarias (Berg et al., 2020). En todos estos
entornos, la microbiota establece una relacion simbidtica con el hospedador,
aportando la modulacion temprana del desarrollo fisiolégico del hospedador y
funciones de nutricion, inmunitarias y de resistencia a patégenos en todas las
etapas de la vida. A su vez, cada habitat tiene una variacion relativamente baja
cuando se compara entre individuos sanos de una misma distribucién geografica,

raza, origen étnico y fase de la vida (Bennett et al., 2021).

Microbiota del tracto gastrointestinal

De acuerdo a Hillman et al., (2017), el ecosistema del tracto gastrointestinal
humano experimenta una amplia variedad de condiciones quimicas y fisicas a
medida que avanza desde la cavidad bucal hasta el ano. Estas variaciones en el
entorno, junto con la dieta, tienen un impacto significativo en la composicién,
densidad y funciones de la microbiota gastrointestinal. Este proceso selectivo
favorece el crecimiento de microorganismos que se adaptan faciimente a las
condiciones especificas de cada segmento del tracto gastrointestinal,

contribuyendo asi a la diversidad y estabilidad del ecosistema gastrointestinal.

Con respecto a la microbiota intestinal, es importante destacar que desempefa
roles metabdlicos y de proteccidn importantes, que incluye el metabolismo de
material indigerible de la dieta, la produccion de vitaminas y nutrientes esenciales,
y la proteccién contra infecciones por organismos patdégenas. Ademas, tiene un

impacto significativo en la modulacién de la respuesta inmune y endocrina del
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hospedador, asi como en la secrecidn de neurotransmisores que comunican el

intestino con el cerebro (Cussotto et al., 2018).

En los seres humanos, la microbiota intestinal es la que alberga la mayor
cantidad y diversidad de microorganismos en comparacion con otras partes del
cuerpo (Quigley, 2013). Esta comunidad estd compuesta por miles de
microorganismos, que comienzan a colonizan el tracto digestivo durante la
gestacion como después del nacimiento (Passos y Moraes-Filho, 2017; Li et al.,
2018).

La microbiota intestinal consta aproximadamente de 1500 especies,
distribuidas en mas de 50 filos diferentes (Robles-Alonso y Guarner, 2013). Los filos
mas dominantes reportados son Bacteroidetes y Firmicutes, seguidos de
Proteobacteria, Fusobacteria, Tenericutes, Actinobacteria y Verrucomicrobia,
representando hasta el 90% de la poblacion microbiana total en los seres humanos
(Jethwani y Grover, 2019). Existen diversos factores que pueden cambiar la
composicion y funcién de la microbiota intestinal, tales como la genética del
huésped, la dieta, la edad (Odamaki et al., 2016), el modo de nacimiento (Nagpal
et al., 2017) y el consumo de antibiéticos (Hasan y Yang, 2019), actividad fisica,
entre otros.
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Figura 1.1: Distribucién y composicién de la microbiota gastrointestinal. (Adaptado de
Roccorina et al., 2010).
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En resumen, la microbiota intestinal desempefia un papel crucial en el
mantenimiento de la fisiologia y la salud del huésped. En la Figura 1.1 se muestra

los géneros mas comunes de la microbiota de un individuo considerado sano.

Hongos Levaduriformes del tracto Gastrointestinal

En general, los estudios de la microbiota del tracto gastrointestinal se han
centrado en las bacterias ya que estas son el grupo mas abundante, siendo limitado
el numero de estudios realizados sobre Archaea, Eukarya y virus a pesar de sus
importantes funciones en este ecosistema. Ademas, debido a los desafios
asociados con la recoleccion de muestras directamente del interior de los seres
humanos, muchos estudios aun son exploratorios, con un enfoque principal en la

composicion de los microbiomas (Hallen-Adams y Suhr, 2017).

Puntualmente, el microbioma intestinal de un ser humano sano contiene
miembros de todos los ambitos de la vida, siendo Eukarya representado
principalmente por hongos y, en algunas poblaciones protistas, en particular
Blastocystis (Rajilic-Stojanovic et al., 2007; Scanlan y Marchesi, 2008, MatijaSi¢ et
al., 2020). Durante mucho tiempo, los hongos estuvieron particularmente
subrepresentados en los estudios de la microbiota (Perez y Johnson, 2013). El
trabajo constante de varios investigadores ha producido una disciplina madura en
la ultima década. Especificamente, Cui et al. (2016) proporcionan perspectivas del
microbioma humano de todo el cuerpo, mientras que otros autores como Huffhagle
y Noverr (2013); Seed y Collado (2014); Underhill y lliev (2012); laniro et al. (2014),
Kirschner et al. (2015) y Suhr y Hallen-Adams (2015) informaron sobre la micobiota
intestinal. Por otra parte, Moyes y Naglik (2012) reportan sobre el papel de la
micobiota intestinal en las enfermedades, que, aunque no se ha definido una
microbiota nucleo comun compartida para todos los individuos relacionado con un
estado saludable, se ha observado que la disminucion de la diversidad microbiana

esta asociada con ciertas enfermedades (Sommer et al., 2017).

Los hongos constituyen aproximadamente el 0,1% de los microorganismos del
tracto gastrointestinal y existe una relacion estable de antagonismo, sinergia o
simbiosis entre hongos, bacterias y virus en el intestino (Arumugam et al., 2011).
Generalmente el numero total de hongos aumenta desde el ileon hasta el colon y
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alcanza la mayor densidad en el intestino distal (Scupham et al., 2006). Aunque el
componente fungico de la microbiota intestinal es poco estudiado (Limon et al,,
2017; Richard y Sokol, 2019) en comparacion con su homélogo bacteriano, cada
vez hay mas pruebas de que los hongos comensales intestinales desencadenan
respuestas multiples y consistentes en el intestino de los mamiferos (Perez, 2021).
A pesar de esto, se ha encontrado un grupo diverso de hongos asociados con el
tracto digestivo humano. Por ejemplo, se encontraron 101 especies pertenecientes
a 85 géneros de hongos en la cavidad bucal de personas sanas (Matijasi¢ et al.,
2020). En muestras fecales tomadas de 45 voluntarios humanos sanos, se
recuperaron 72 unidades taxonémicas operativas (OTU), que representan dos filos
y diez clases de hongos (Hallen-Adams et al., 2015). En otra cohorte que constaba
de 96 muestras de heces (Hoffmann et al., 2013), los autores detectaron 66 géneros
de hongos y 13 linajes adicionales que no pudieron clasificarse a nivel de género.
En un estudio mas amplio que analizé muestras de heces de 147 voluntarios sanos,
se identificaron 701 OTU de hongos que abarcan 247 géneros (el 17 % de las OTU
de hongos no pudieron asignarse a ninguna especie conocida). Sin embargo, el
numero de OTU dentro de las muestras oscilo entre 2 y 92 en el estudio de Nash
et al. (2017). Estas cifras se traducen en un indice de diversidad de Shannon-
Wiener bajo, lo que implica una baja diversidad alfa para la mayoria de las
muestras. En comparacién con la composicién que normalmente se encuentra en
las comunidades bacterianas del intestino humano, tanto el niumero de OTU
observadas como los valores del indice de diversidad de Shannon-Wiener son mas

bajos para los hongos (Nash et al., 2017).

Las levaduras de los géneros Saccharomyces, Malassezia y Candida han sido
los hongos dominantes encontrados en muestras de heces en la mayoria de los
estudios. Saccharomyces spp. y Malassezia spp. estan asociados con ciertos
alimentos o residentes conocidos de la piel, respectivamente, lo que plantea dudas
sobre si los miembros de estos dos géneros realmente deberian considerarse
residentes naturales del tracto gastrointestinal (Fiers et al., 2019). Evidentemente,
todavia no hay consenso sobre que especies de hongos constituyen un "micobioma
intestinal central", o incluso si tal concepto puede aplicarse a estos

microorganismos. El campo claramente se beneficiaria de estudios adicionales a

21



Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

gran escala destinados a identificar todo el conjunto de especies de hongos que

residen en los humanos (Perez et al., 2021).

El Mundo de los microorganismos beneficiosos: los
probidticos

La historia moderna de los probidticos comienza a principios del siglo XX, sin
embargo, la tradicion de los probidticos es tan antigua como la historia de la
humanidad (Ozen et al., 2015), ya que esta estrechamente relacionada con el uso
de alimentos fermentados. Cabe plantear la hipotesis que cuando la agricultura
empezO a sustituir la caza y la recoleccion hace unos 10.000 afios, el hombre

empezo a producir alimentos y bebidas fermentados (Gasbarrini et al., 2016).

Especificamente, la conexion entre los alimentos fermentados, los
microorganismos y la salud se origin6 con el inicio de la disciplina de la
microbiologia. En 1680, van Leeuwenhoeck utilizod su recién construido microscopio
para observar las células de levadura en la cerveza en fermentacion (Lodolo et al.,
2008). Como nunca relacioné la presencia de estas células de levadura con el
proceso de fermentacion, sus observaciones cayeron en el olvido. A finales del siglo
XVIII, Lavoisier, uno de los fundadores de la quimica moderna, describio el proceso
de fermentacion como el proceso de transformacién de los azucares en alcohol y
diéxido de carbono. Describio este fendmeno de fermentacion alcohdlica como "uno

de los mas extraordinarios de la quimica" (Barnett y Barnett, 2011).

En la figura 1.3 se muestran algunos de los hechos relevantes que marcaron
el camino hacia el descubrimiento de la relacion entre los microorganismos los

alimentos y los beneficios para la salud.

El término probidtico deriva del latin (pro) y del griego (bios), que significa
literalmente "para la vida". Fue utilizado por primera vez por Kollath en 1953 para
describir genéricamente varios suplementos organicos e inorganicos a los que se
atribuia la capacidad de restablecer la salud de pacientes desnutridos. La definicion
actual de probidtico fue formulada en 2001 por la Organizacion para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO) y la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
"microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades adecuadas,

confieren beneficios para la salud del huésped". Posteriormente, en 2002, la
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FAO/OMS redacté unas directrices relativas a la evaluacion de los probidticos en
diversos productos alimentarios. En el 2014, segun la definicion estandar de la
Asociacion Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP) bajo el
marco establecido por la FAO y OMS, los probioticos incluyen 'todos los
microorganismos vivos que, cuando se administran en una cantidad adecuada

confiere un efecto beneficioso al huésped' (Hill et al., 2014).

Debido a la gama de funciones, objetivo y aplicaciones tecnolédgicas de los
probioticos, la seleccion y evaluacion de nuevos candidatos a probioticos requiere
un enfoque integral que incluya multiples pasos. La FAO/OMSpublicé en el 2002
las “Directrices para la evaluacién de probidticos en los alimentos”, que
establecieron estandares de seguridad y eficacia para los probidticos las cuales

siguen vigentes (Araya et al., 2002) como se indica en la Figura 1.2.
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Figura 1.2: Criterio de seleccion de un microorganismo probiético segun la (FAO/OMS) y requerimientos
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Situacioén en Argentina

Segun el cédigo alimentario argentino (CAA), regulado por el ANMAT, en el
CAPITULO XVII de alimentos de regimen o dietéticos, Articulo 1389 - (Resolucion
Conjunta SPRel N° 261/2011 y SAGyP N° 22/2011), para que una cepa pueda ser
utilizada como ingrediente probidtico debera cumplir con el siguiente protocolo de

Evaluacion:

I. Requisitos Minimos

1. Identificacion de la cepa (Género/especie/subespecie)
2. Caracterizacion in Vitro e in Vivo

* Resistencia gastrica

* Resistencia a bilis

* Resistencia a lisozima (opcional): ensayo realizado como indicador que la cepa

podra sortear esta barrera biologica presente en la boca (saliva) e intestino delgado.

3. Ensayos “in Vivo® e “in Vitro” que demuestren el(los) efecto(s) probidtico(s)
adjudicado(s) debidamente documentados y respaldados en estudios efectuados

por organismos nacionales y/o internacionalmente reconocidos.

4. Seguridad: La cepa probidtica no debe ser riesgosa para la salud.
Il. Pruebas Complementarias para Garantizar la Seguridad de la Cepa
* Resistencia a antibitticos

* Actividad hemolitica

* Produccién de toxinas

lll. ldentificacion Comercial de la(s) Cepa(s) El producto se presentara
comercialmente en un envase bromatolégicamente apto cuyo rétulo indique la
identificacion precisa de la(s) cepa(s) que lo componga(n) y la concentracion de

células viables de cada una de ellas (UFC/g).
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Segun el CAA los alimentos elaborados con probiéticos seran autorizados,
previa evaluacioén satisfactoria de los ensayos in Vivo con el alimento tal cual se va
a consumir, que demuestren la funcionalidad que se le atribuye a la(s) cepa(s)
probiotica(s) que contiene, de una Comisibn Evaluadora integrada por
profesionales especializados pertenecientes a la Autoridad Sanitaria o a los que

ésta designe a ese efecto para cada caso particular.

Levaduras probidticas

Desde su origen etimoldgico, “levadura” alude a su papel crucial en la
fermentacién. Esta palabra proviene del inglés antiguo, -gyst-, y de la raiz
indoeuropea -yes-, que significa “hervir’, “espuma” o “burbuja”, que se relaciona
directamente con lo que se observa durante una fermentacion tumultuosa. (Legras
et al., 2007). En la Figura 1.3 se muestra una cronologia resumida, desde los
primeros registros fosiles de este grupo de microorganismos, hasta los sucesos que

dieron su origen como probidticos en la actualidad (Vergara et al., 2023b).

Esta claro que la domesticacion de las levaduras comenz6 antes del
descubrimiento de los microorganismos (Gallone et al., 2018). Durante el neolitico
el hombre comenzo6 a formar los primeros asentamientos, como resultado de un
suministro de alimentos mas seguro, surgié una “cocina” neolitica que implicé el
desarrollo de una variedad de técnicas de procesamiento de alimentos, incluida la

fermentacién (Rasmussen, 2015).

En 1920, el cientifico francés Henri Boulard observd que ciertas personas en
la Indochina francesa no se vieron afectadas por un brote de célera. Estas personas
consumian un tipo especifico de té elaborado con extracto de Litchi chinensis y
Garcinia mangostana. Boulard aislé una cepa de Saccharomyces de la cascara de
la fruta de Litchi chinensis y la llamé Saccharomyces boulardii. Actualmente, la cepa
esta disponible en todo el mundo como suplemento probidtico de venta libre. El
hecho de que se hayan fabricado y vendido preparaciones de S. boulardii desde la
década de 1950 y se hayan utilizado en estudios clinicos desde 1977 es indicativo
de la relativa seguridad y la naturaleza no patégena de la cepa (McFarland, 2010).
Se han realizado varios estudios que confirman los diversos efectos beneficiosos

de esta cepa como la restauracidn gastrointestinal, la accién antioxidante, la
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proteccion hepatica y la actividad hipoglucemiante y ansiolitica (Czerucka et al.,
2007, Szajewska et al., 2010, Kelesidis y Pothoulakis, 2012, Szajewska y Kotodziej,
2015). Un estudio de Offei et al. (2019) proporciond la primera explicacion molecular
de un rasgo relacionado con su accion probidtica, mostrando que su potencia
antibacteriana puede deberse a mutaciones especificas de cepa dentro de la misma
especie (Figura 1.3). Este estudio sugiere que la acidificacion del medio permite
esta actividad antibacteriana, proporcionando a S. boulardii una ventaja selectiva

en su nicho ecoldgico.

Hasta el momento, Saccharomyces boulardii CNCM |-745 es la unica cepa
patentada perteneciente a géneros de levadura para uso humano, la cual ha sido
ampliamente evaluada por su efecto probiodtico. Por otro lado, Kluyveromyces
marxianus B0O399 es la unica levadura no- Saccharomyces disponible actualmente
en el mercado en diferentes paises del mundo. EI campo de los probiéticos fungicos
es uno de los de mayor desarrollo hoy en dia y las levaduras conforman un enorme
y diverso grupo de microorganismos que esta atrayendo la atencion de

investigadores e industrias.

Es importante sefalar que las levaduras tienen ciertas ventajas como
probidticos sobre las bacterias por ejemplo, no se ven afectadas por los
antibacterianos administrados durante los tratamientos con antibidticos mas
comunes, son aproximadamente 10 veces mas grandes que las bacterias y
proporcionan una barrera mas eficaz en la pared intestinal, tienen una transferencia
genética horizontal extremadamente baja y su crecimiento 6ptimo es a un pH bajo
, entre otras (Ogunremi et al., 2015; Banik et al., 2019;, Hsiung et al., 2021).
Asimismo, la arquitectura unica de la pared celular de las levaduras les brinda
ventajas adicionales sobre las bacterias, debido a que la envoltura celular esta
compuesta por dos capas: la capa exterior formada por mananos y la capa interior
contiene quitina y 1,3-y 1,6-B-glucano. Esta estructura permite una facil transicion
a través del entorno gastrointestinal (Cid et al., 1995). Ademas, las levaduras
también exhiben altos contenidos de minerales, vitamina B, péptidos, proteinas y
varios compuestos inmunoestimulantes como mananooligosacaridos, proteasas y
glucanos y presentan buena resistencia a condiciones industriales como altas

temperaturas y liofilizacion (Alkalbani et al., 2022).
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Figura 1.3: Cronologia de la historia y antecedentes de las levaduras y su origen como
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Caracteristicas/propiedades técnologicas de

las levaduras enolégicas

En la elaboracién del vino intervienen varias especies de diferentes géneros
de levaduras, transformando el mosto de uva en vino. Estan presentes tanto en el
vifiedo (principalmente en la superficie de la uva) como en las instalaciones de la
bodega, y se caracterizan especialmente por su adaptacién a condiciones hostiles
dado el caracter altamente selectivo del proceso de elaboracién del vino (Chambers
et al., 2015; Marsit y Dequin, 2015). La fermentacién del vino es un entorno
fluctuante que expone a la levadura a una variedad de factores de estrés, incluida
alta osmolaridad, que refleja mayores concentraciones de azucar, altos niveles de
sulfitos, anaerobiosis, estrés acido, agotamiento de nutrientes (nitrogeno, lipidos y
vitaminas) y toxicidad del etanol, entre otros. Una fermentacion de vino tipica
comprende una fase de retraso, que dura varias horas, una fase de crecimiento
corta de 24 a 36 h, seguida de una fase estacionaria, durante la cual la mayor parte
del azucar (entre el 50 y el 80%) se fermenta. Durante esta fase, la actividad de la
levadura disminuye continuamente, aunque los niveles de viabilidad se mantienen
altos, generalmente superiores al 90%, hasta que se agota el azucar (Marsit y
Dequin, 2015). Numerosos subproductos fermentativos como el glicerol, acidos
carboxilicos, aldehidos, alcoholes superiores, ésteres, compuestos carbonilicos,
compuestos de azufre, se derivan de la degradacion de azucares, aminoacidos y
acidos grasos, producidas por las levaduras, los cuales podrian tener importancia
biolégica. Por otra parte, las levaduras del vino también estan expuestas a una
amplia gama de temperaturas, ya que la fermentacion del vino tinto generalmente
se realiza a temperaturas medias-altas (18 a 25 °C). Otros autores afirman que
durante la fermentacion del azucar en alcohol se eleva la temperatura del mosto de
uva a mas de 40 °C (Rankine, 2007). En la fermentacion del vino blanco, ocurre a
temperaturas mas frias (10 a 15 °C) (Marsit y Dequin, 2015). Ademas, durante la
maduracién de la uva la microbiota que se encuentra en la pruina soportan
temperaturas que alcanzan 46- 47 °C, por tal motivo tienen buena termotolerancia
(Maller et al., 2023).

Asi, durante milenios, las condiciones de elaboracion del vino han expuesto

a las levaduras a una combinacion de estreses (osmotico, acido, falta de
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nutrientes, toxicidad del etanol) que actuan de forma individual o sinérgica, lo que

potencialmente conduce a una diferenciacién adaptativa (Marsit y Dequin, 2015).

A diferencia de las matrices de fermentacion de la cerveza y el pan, que son
entornos pobres en especies y que estan mas controlados biotecnoldégicamente, el
mosto de uva es un habitat dinamico y especialmente desafiante para las levaduras.
El ambiente fermentativo del vino no solo aporta un entorno fisico-quimico
estresante para las levaduras ya que también podria considerarse como un
excelente modelo para examinar el efecto de las asociaciones microbianas de un
producto fermentado (Zilelidou y Nisiotou, 2021). Debido a la riqueza del mosto de
uva en especies microbianas junto con sus particulares propiedades fisicoquimicas
sometidas a alteraciones altamente dinamicas impulsadas por microorganismos, el
vino es, sin dudas, un producto de interacciones microbianas.

Durante las etapas iniciales de la fermentacion alcohdlica, varias especies y
cepas de levadura estan presentes en el mosto (Nisiotou et al., 2007), por lo tanto,
podria considerarse que las adaptaciones que presentan las levaduras en
ambientes fermentativos también estan influenciadas por las interacciones

microrganismo-microorganismo (Kurtzman et al., 2011).

Alimentos fermentados y levaduras multifuncionales

Actualmente, existe una tendencia a la seleccién de microorganismos no sélo
con buenas propiedades tecnoldgicas sino también con caracteristicas probidticas
(Benitez-Cabello et al., 2020). Por ejemplo, los cultivos iniciadores de levadura
pueden producir diferentes metabolitos secundarios como acetatos, ésteres, acidos
grasos y alcoholes superiores en la fermentacién de alimentos, que contribuyen a
los atributos sensoriales del producto final asi como también aportan beneficios a
la salud del consumidor (Sadeghi et al., 2022). Estos microorganismos con diversas

funcionalidades son los denominados microorganismos multifuncionales.

Aunque se han aplicado diversos microorganismos funcionales (en su mayoria
bacterias lacticas —-BAL-) en alimentos fermentados probiéticos comerciales en todo
el mundo, el mercado de productos biofuncionales necesita continuamente la
implementacion y diversificacion de los productos disponibles. Para ello, un numero

creciente de estudios cientificos ha implicado la seleccién de nuevas cepas con
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propiedades funcionales diferentes y especificas, donde constantemente se
identifican nuevos grupos microbianos como las levaduras (Staniszewski et al.,
2021).

En los ultimos afios, las principales categorias de alimentos estudiadas son
aquellas con fines dietéticos especificos (por ejemplo, “light”, dietéticos, bajos en
grasas) y los categorizados como alimentos funcionales. Estos ultimos se definen
como alimentos naturales o procesados industrialmente que, cuando se consumen
regularmente dentro de una dieta diversa en niveles eficaces, tienen efectos
potencialmente positivos en la salud mas alla de la nutricién basica (Granato et al.,
2017).

En particular, la formulacion de estos alimentos puede estar dirigida a
eliminar/reemplazar ciertos ingredientes o agregar compuestos bioactivos,
obteniendo asi diferentes categorias como: alimentos ligeros, mejorados,
enriquecidos o fortificados. Dentro de estos ultimos se incluyen aquellos alimentos
donde se afade un compuesto bioactivo (por ejemplo, prebioticos y probidticos,
vitaminas A, D, B12 y calcio en bebidas vegetales) o se ha aumentado su presencia
como fibra dietética en productos de panaderia, vitaminas en zumos de frutas,los
cuales se pueden obtener reforzando la entrega de compuestos bioactivos
presentes de forma natural, agregandolos al producto o induciendo su formacion

durante el procesamiento (Mcclements, 2009).

Los alimentos funcionales han mostrado un enorme crecimiento en los ultimos afios
con la aplicacién de probidticos como “aditivos alimentarios” (Min et al., 2019).
Ademas, la fermentacion, se ha convertido en una tendencia en el procesamiento
de alimentos, dado que es un proceso natural que convierte quimicos complejos en
compuestos biolégicamente mas activos y degrada factores antinutricionales y
toxinas (Terefe y Augustin, 2020). Los alimentos fermentados se han relacionado
principalmente con microorganismos probiéticos (en su mayoria bacterias). Por
tanto, estos productos fermentados interesan significativamente a la industriay a la
comunidad cientifica. Esto se debe a que incluyen propiedades deseables
especificas, como una prolongacion de la vida util (debido a la acidificacion y
reduccion del pH), una mejora de las propiedades organolépticas (textura vy
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produccion de aromas), un mayor valor nutricional y aportes de beneficios al

consumidor (Peng et al., 2020).

Las levaduras probidticas y sus productos fermentados han demostrado
poseer varios componentes bioactivos como nutracéuticos, que forman parte
integral de los alimentos funcionales y son responsables de mejorar la
tecnofuncionalidad de los productos finales (Sadeghi et al., 2022). La produccion
de alimentos funcionales con atributos sensoriales mejorados o fortificados (con
probioticos o metabolito secundario multifuncional), son algunas de las potenciales
aplicaciones mas interesantes de las levaduras probidticas en este campo (Sadeghi
et al., 2022).

Levaduras multifuncionales

Una tendencia actual en la microbiologia de los alimentos es el empleo de
microorganismos multifuncionales. Un cultivo iniciador o starter también puede ser
capaz de desempefiar otra/s funciones tales como probiético, reduccion de
compuestos toxicos, produccion de vitaminas, entre otras (Bevilacqua et al., 2012).
Un cultivo starter puede definirse como una preparacién de gran numero de células
de un microorganismo que puede ser agregado a una materia prima y producir un
alimento fermentado, conduciendo un bioproceso para asegurar la inocuidad de los
alimentos, su vida util y criterios de factibilidad econdémica y tecnoldgica
(Champagne y Mgllgaard, 2008). En la actualidad, los probidticos han atraido a
investigadores de todo el mundo por sus propiedades beneficiosas para la salud en

general (Zommiti et al., 2020).

Numerosos autores consideran que estos microorganismos son esenciales
para mantener la salud intestinal, ya que proporcionan nutrientes vitales y ayudan
a reducir la inflamacién (Liu et al., 2022; Ma et al., 2023; Lee et al., 2023). Los
probidticos se suelen consumir como complemento dietético, o como parte de la

microbiota de alimentos fermentados como el queso o el kéfir.

Si bien la mayoria de las investigaciones sobre probioticos se han centrado
en cepas bacterianas (principalmente Lactobacillus (segun la nomenclatura clasica)
y Bifidobacterium), la exploracion de levaduras probidticas esta ganando impulso

debido a su potencial en términos de caracteristicas unicas, posibles aplicaciones
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terapéuticas y aplicaciones en los alimentos (Morelli y Capurso, 2012; Staniszewski
etal., 2021; Sadeghi et al., 2022; Jarocki et al., 2023). En diferentes trabajos se han
infformado sobre la seleccion de cepas de bacterias acido lacticas como
microorganismos probidticos y funcionales (Bevilacqua et al., 2009; lyer et al., 2010;
Russo, 2015), sin embargo, existe poca informacién disponible acerca de levaduras

multifuncionales.

Los alimentos fermentados han sido una fuente de microorganismos
probioticos en la dieta humana desde el principio de los tiempos (Sybesma et al.,
2015; Ponomarova et al., 2017; Tamang et al., 2022). Algunos ejemplos de
productos fermentados que pueden ser fuentes para el aislamiento de cepas
probidticas son la masa madre, los productos lacteos (queso, leche acida, yogurt),
las frutas y verduras fermentadas y los alimentos y bebidas tradicionales (Pytka et
al., 2022; Kunyeit et al., 2023; de Miranda et al., 2023). Dado que los alimentos con
probiéticos pueden contribuir a la salud, ha habido un aumento en la demanda de
estos productos (Vera-Santander et al., 2023). Como resultado, el mercado mundial
de probidticos en 2022 ascendio a 68,56 mil millones de ddlares. Aun asi, se estima
que este valor aumentara a 133,92 mil millones de ddlares para 2030, debido al alto
consumo de productos probidticos luego de la pandemia (Precedence Research.
Probiotics, https://www.precedenceresearch.com/probiotics-market). Ademas,
otros factores como las crecientes tendencias en el consumo de alimentos
funcionales, las nuevas estrategias de marketing por parte de las redes sociales y
los canales de distribucion de alimentos innovadores, como las compras online,
pueden aumentar la demanda y el consumo de estos productos. Por tanto, las
industrias alimentaria y farmacéutica necesitan incrementar la investigaciéon para
ofrecer una oferta mas diversa y productos mejorados al consumidor (Vera-
Santander et al., 2023).

Por otro lado, existe gran cantidad de evidencia cientifica respecto al
consumo de alimentos con probiodticos bacterianos y el aporte de beneficios para la
salud como la regulacion de la microbiota, disminucion de sintomas de trastornos
gastrointestinales y enfermedades cardiacas, capacidades antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias, psicobioticas, antiobesidad y antivirales (Vera-

Santander et al., 2023). A pesar de que los informes acerca alimentos funcionales
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con levaduras probioticas y sus posibles beneficios para la salud aun son pocos,

en los ultimos afnos han incrementado significativamente.

Existen diversos grupos de investigacion que estan explorando nuevas
cepas de levaduras con propiedades probioticas, no solo Saccharomyces (Chen et
al., 2010; Arévalo-Villena et al., 2018; Rodriguez-Nogales et al., 2018; Staniszewski
et al., 2021), sino también especies no-Saccharomyces (conocidas también como
no convencionales) (Homayouni-Rad et al., 2020; Koshchayev et al., 2022; Angulo
et al., 2023). Ademas, aunque se han informado varias capacidades beneficiosas
de las levaduras potencialmente probidticas, se dispone de poca informacion sobre

sus efectos en los sistemas alimentarios (Shruthi et al., 2022).

Tradicionalmente los productos lacteos fermentados fueron considerados los
mejores portadores de probidticos. Sin embargo, los productos basados en leche
suelen ocasionar alergias o enfermedades asociadas al colesterol (Perricone et al.,
2014). Ademas, excluyen a un grupo amplio de consumidores que no ingiere estos
alimentos. Por lo tanto, se estan llevando a cabo investigaciones sobre diversos
alimentos y bebidas fermentadas, asi como también nuevas materias primas
fermentables con el fin de encontrar alimentos no-lacteos funcionales.

En la misma linea, en el estudio de Canonico et al., (2021) se utilizaron
levaduras potencialmente probidticas también no convencionales para la
produccion de cerveza artesanal enriquecida con proteinas. Los principales
compuestos aromaticos, incluidos acetato de etilo, acetato de isoamilo y alcoholes
superiores, se observaron en cervezas de mosto de pils enriquecidas con lentejas
fermentadas con probidticos Lachancea thermotolerans, Kazachstania unispora y
S. cerevisiae. En otro estudio, se utilizaron el probidtico S. boulardii CNCM 1-745,
el probidtico Lactiplantibacillus plantarum 299V, en cultivo mixto para la
fermentaciéon del té verde (Wang et al., 2022). La coinoculacién de levaduras
probioticas y bacterias lacticas (BAL) mejoro la supervivencia de L. plantarum,
aumento los compuestos aromaticos (especialmente los ésteres etilicos con notas
afrutadas, como el monocultivo de levadura). En otro estudio, Parafati et al., (2022)
informaron que entre las levaduras probidticas aisladas de aceitunas de mesa
fermentadas, las cepas de W. anomalus mostraron el espectro mas amplio de
actividades enzimaticas (la mayor actividad fititasa y B-glucosidasa). Las levaduras

con actividad B-glucosidasa se pueden utilizar como cultivos iniciadores en el
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procesamiento de aceitunas de mesa para eliminar el amargor natural de las
aceitunas (oleuropeina) sin tratamiento con lejia. Ademas, las levaduras probidticas
se pueden utilizar como cultivos funcionales solos 0 en combinacion con BAL para
producir una variedad de alimentos funcionales que contienen metabolitos

multifuncionales.

Aptitudes fermentativas de levaduras de origen enolégico

Entre los productos fermentados, los vinos merecen especial atencion como
fuente de microorganismos probioticos debido a la riqueza de su microbiota y por
ser un ecosistema altamente selectivo (Marzano et al., 2016; Sirén et al., 2019;
Vilela et al.,2020; Cioch-Skoneczny et al., 2021; Kordowska-Wiater et al., 2022;
Vergara et al., 2023a).

Las levaduras asociadas al proceso de vinificacién, tanto aquellas
pertenecientes al género Saccharomyces como las especies incluidas en el grupo
no-Saccharomyces, son las responsables de llevar a cabo la fermentacion
alcoholica. Estas levaduras estan presentes tanto en el viRedo como en las
instalaciones de las bodegas y se caracterizan por estar plenamente adaptadas a
las condiciones hostiles presentes durante el proceso. La fermentacion expone a
las levaduras a multiples estreses ambientales, incluyendo presion osmética alta,
pH bajo, O2 bajo, azucar alto, etanol elevado, falta de nutrientes, adicion de sulfitos
y fluctuaciones de temperatura (Bauer y Pretorius, 2000; Gasch et al., 2000; Marks
etal., 2008; de Nadal et al., 2011; Marsit y Dequin, 2015; Matallana y Aranda, 2017).

Ademas, diversas especies presentan propiedades de hidrofobicidad,
produccion de exopolisacaridos y/o formacién de biofilm, caracteristicas especiales
que les permiten mejor adhesion a la superficie de la uva, asi como crear una
barrera protectora contra otros microorganismos y/o factores fisico-quimicos
adversos (Renouf et al., 2005). Por lo tanto, la resistencia o tolerancia a las
condiciones de vinificacion (con algunas semejanzas a las del
tractogastrointestinal) sumado a las caracteristicas estructurales y funcionales de
las levaduras pertenecientes a este nicho ecoldgico, convierte a las levaduras
enologicas en potenciales candidatas probidticas. Ciertas cepas comunmente
aisladas de ambientes vitivinicolas, perteneciente a las especies Saccharomyces,

Debaryomyces, Pichia, Lachancea, Hanseniaspora, Candida, Metschnikowia y
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Zygosaccharomyces presentaron alta tolerancia a las sales biliares y pH bajos, asi
como adhesion a células intestinales (Veisseire et al.,, 2020; Simdes et al., 2021;

Fernandez-Pacheco et al., 2021; Staniszewski y Kordowska-Wiater, 2023).

El impacto de las levaduras en la produccion, calidad y seguridad de
alimentos y bebidas esta intimamente ligado a su ecologia y actividades bioldgicas.
La produccién de alimentos funcionales con caracteristicas sensoriales mejoradas
o distintivas tiene gran importancia en el campo de la implementacion de levaduras
probioticas en la industria alimentaria (Sadeghi et al., 2022). En los ultimos afos,
los investigadores centran su atencion en las levaduras, ya que podrian ofrecer una
buena alternativa a las bacterias probidticas para la diversificacion de productos

(Fernandez-Pacheco et al., 2021).

Por otra parte, las levaduras juegan un rol significativo en la fermentacion de
aceitunas para consumo en fresco (o aceituna de mesa) asociado a la formacion
de compuestos organolépticos deseables (Silva et al., 2011). Ciertas cepas de los
géneros Debaryomyces, Candida, Pichia y Saccharomyces son beneficiosas y
contribuyen significativamente a la calidad sensorial del producto. Entre las
caracteristicas tecnoldgicas relevantes que se espera encontrar en levaduras para
fermentar aceitunas se incluyen: actividades lipasa, esterasa y catalasa,
asimilacion de oleuropeina y tolerancia y/o produccion de &acido lactico,
osmotolerancia y tolerancia a un rango amplio de pH (Silva et al., 2011; Sadeghi et
al., 2022).

Por ultimo, en la ultima década, ha habido un aumento mundial en el interés
de los consumidores por las cervezas artesanales, que no estan pasteurizadas, sin
filtrar y sin presion adicional de nitrogeno o dioxido de carbono (Canonico et al.,
2014). Aunque existen muchos estudios controvertidos sobre los efectos
beneficiosos del consumo de cerveza en la salud humana, estudios
epidemioldgicos han demostrado que esta bebida, consumida con moderacion,
tiene efectos positivos en la proteccion cardiovascular inhibiendo la aterosclerosis,
disminuyendo el contenido sérico de colesterol unido a lipoproteinas de baja
densidad vy triglicéridos, al actuar como un eliminador de radicales libres in vivo o
antioxidante (Granato et al., 2011; de Gaetano et al., 2016).
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De acuerdo a Zendeboodi, et al. (2021), las industrias de bebidas han
descubierto microorganismos probidticos como herramientas novedosas para el
desarrollo de nuevos alimentos con probidticos y funcionales. Las cervezas
funcionales se producen mediante la administracion de ingredientes no
convencionales, que son capaces de producir o transformar insumos de produccion
en compuestos con beneficios para la salud humana

La levadura Saccharomyces cerevisiae es la principal especie que participa
de la fermentacion alcohdlica en la elaboracion de la cerveza tipo Ale. Las cuales
fermentan a temperaturas entre 18-22 °C y tienen la capacidad de flocular al final
del proceso fermentativo. Entre los principales criterios de selecciéon de estos
microorganismos se puede mencionar: su fase corta de adaptacion al mosto
cervecero, atenuacién aparente moderada a las temperaturas mencionadas, asi
como la produccion de enzimas, tales como [-glucosidasas, que otorgan
particularidades organolépticas al producto final (Lengeler et al., 2020).

Actualemente, una particularidad es que los productores cerveceros
artesanales de la regién de Cuyo (Argentina) comunmente no filtran ni aplican
productos quimicos al final de fermentacién, por lo tanto, las levaduras siguen
presentes pos-fermentacion.

Es importante destacar que varias de las propiedades tecnoldgicas
deseables para obtener tanto aceitunas de mesa como cervezas Ale sin filtrar
tienen relacion con las aptitudes que se buscan en los microorganismos probidéticos,
y, lo mas importante, estos microorganismos pueden seguir activos después de
finalizado el proceso. Por lo tanto, el empleo de cultivos starter autoctonos para
obtener aceituna de mesa y cerveza Ale sin filtrar artesanal (dos productos de
relevancia para la provincia de San Juan, Argentina, tanto por su elaboracién como
por su consumo) y con propiedades probidticas permite lograr un producto regional
con caracteristicas distintivas y ademas brindar valor agregado al producto local
por sus beneficios a la salud del consumidor, lo que significa una mejora competitiva

sustancial para el sector alimentario.

Hipétesis: las levaduras aisladas de ambientes vitivinicolas de la region se
consideran multifuncionales dado que poseen aptitudes para ser empleadas como
probidticos para humanos en co-inéculo de aceitunas de mesa y starters en cerveza

tipo Ale.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar las propiedades probioticas y aptitudes fermentativas de levaduras de
origen enoldgico con el fin de emplearlas como cultivos multifuncionales en

alimentos fermentados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar los rasgos de bioseguridad in vitro e in vivo de los aislamientos de
levaduras enoldgicas.

2. Analizar la supervivencia de los aislamientos de levaduras de origen
enologico a las condiciones presentes en el sistema gastrointestinal (SGI)
con el fin de ser empleados como probidticos.

3. Evaluar la capacidad de adhesion a las células epiteliales del TGl in vitro de
las levaduras tolerantes a las condiciones previamente ensayadas.

4. Evaluar propiedades benéficas: produccion de enzimas, actividad
antimicrobiana, reduccion de colesterol, capacidad de adhesion a las células
epiteliales del SGI in vitro e inmunomodulacion.

5. Caracterizar tecnolégicamente las levaduras con potencial probidtico para
ser empleadas como co-cultivos en el proceso fermentativo de aceituna de
mesa y como starter en la elaboracion de cerveza artesanal tipo Ale.

6. Evaluar la viabilidad y vitalidad de las levaduras multifuncionales empleadas

en procesos fermentativos.
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CAPITULO 2

BIOSEGURIDAD
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INTRODUCCION

Desde hace unas décadas, los investigadores comenzaron a centrar su
atencion en las levaduras, dado que ofrecen una buena alternativa a las bacterias
probioticas, y uno de los fines es diversificar los productos que ofrecen beneficios
para la salud (Fernandez-Pacheco et al., 2021). Ademas, como se informo
previamente (capitulo 1, pagina 24) presentan diversas ventajas frente a las
bacterias (More y Swidsinski, 2015).

Numerosos estudios (Ventura et al., 2009; Aragon et al., 2010; Gil-Rodriguez
et al, 2015; Ochangco et al., 2016; Agarbati et al., 2021) han evaluado la
adaptacion y colonizacion del tracto gastrointestinal por parte de las levaduras, asi
como de sus posibles mecanismos de accién que ejercen efectos promotores de la

salud, sin embargo, existe poca informacion sobre su bioseguridad.

Los seres humanos, sin saberlo e inadvertidamente, estan ingiriendo
numerosas poblaciones viables de una gran variedad de especies de levaduras,
presentes en alimentos como quesos, carnes curadas y fermentadas, frutas y
ensaladas de frutas y bebidas fermentadas como ciertos estilos de cervezas
caseras o0 enriquecidas con levadura (Peréz-Través et al., 2021). En términos de
seguridad alimentaria, las levaduras tienen una mejor reputacion en comparacion
con otros microorganismos como bacterias y algunos hongos filamentosos. Sin
embargo, bajo determinadas circunstancias, los alimentos fermentados con

levaduras pueden provocar enfermedades en humanos (Puig-Asensio et al., 2014).

Saccharomyces cerevisiae es la principal cepa responsable de diversos
procesos fermentativos tales como cerveza, sidra, sake, vino y pan, entre otros.
Hasta hace dos décadas se consideraba un microorganismo seguro (Sundh vy
Melin, 2011). Sin embargo, debido al creciente numero de informes acerca de
levaduras que provocan enfermedades sistémicas leves y potencialmente mortales,
el estado de Saccharomyces cerevisiae ha pasado de un grupo generalmente
reconocido como seguro (GRAS) a un grupo de patégenos oportunistas de baja
virulencia (Klingberg et al., 2008); aunque algunos autores lo atribuyen a su amplia
distribucién y uso (Sundh y Melin, 2011). Los principales informes corresponden a

fungemias, aunque también es importante destacar que el nUmero de casos es muy
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bajo, comparado con otras enfermedades infecciosas y, en su mayoria estan

asociados a personas inmunodeprimidas (Klingberg et al., 2008).

Por otra parte, algunas especies de levaduras no relacionadas con los
alimentos, clasificadas dentro del grupo no- Saccharomyces, como Candida
albicans y Cryptococcus neoformans, son responsables de infecciones sistémicas
en humanos (Perez-Nadales et al., 2014). Asimismo, especies como
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis, K. marxianus, K. fragilis y
Wickerhamomyces anomalus entre otras, fueron aprobadas por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria ( EFSA) e incluidas en la lista de "Presuncion
calificada de seguridad" (QPS), es decir, son considerados microorganismos que

se suponen seguros ( EFSA, 2010 y 1017, Koutsoumanis et al., 2020).

Cada vez es mas frecuente los reportes de casos de infecciones causadas por
especies de levaduras del grupo no-Saccharomyces relacionadas con los alimentos
(Peréz-Través et al., 2021) sin embargo, estos casos ocurrieron en personas de
riesgo, con sus sistemas inmunoldgicos debilitados (enfermos de cancer, SIDA y
pacientes hospitalizados o con tratamiento de medicamentos inmunosupresores,

antibiéticos de amplio espectro y radioquimioterapias).

Es importante destacar que, a pesar de que algunas especies de levadura
fueron incluidas en QPS por EFSA, ciertas cepas de las especies D. hansenii (C.
famata), K. marxianus (C. kefyr), Pichia membranifaciens (C. valida), P. kudriavzevii
(C. krusei), S. cerevisiae, W. anomalus (C. pelliculosa) y Yarrowia lipolytica (C.
lipolytica) se han agregado a la lista de patdégenos oportunistas (Fleet y Balia, 2006;
Munoz et al., 2005). En cualquier caso, cuando los problemas infecciosos han sido
atribuidos a levaduras no patdgenas, los casos han sido considerados como nivel

de bioseguridad |, siendo el nivel IV el mas elevado (Sundh y Melin, 2011).

Sélo un numero limitado de estudios ha analizado la virulencia potencial de las
especies de levaduras que estan presentes en alimentos y bebidas y que también

estan relacionadas con infecciones humanas (Peréz-Través et al., 2021).

Por lo anteriormente expuesto, cuando se propone la busqueda de levaduras

con potencialidad probidtica, es primordial considerar aspectos de seguridad que
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incluyan  especificaciones como origen, identidad y ausencia de

actividades/propiedades nocivas para la salud (FAO/OMS), entre otras.

Para que una cepa probidtica pueda integrarse a un producto alimenticio debe
esencialmente tener el estatus GRAS, lo que implica que la cepa no debe presentar
ningun efecto toxico, alergénico ni patéogeno. Los ingredientes GRAS se utilizan
ampliamente como aditivos alimentarios y se mezclan en comestibles
convencionales a gran escala en todo el mundo. La FDA destaca la consideracion
y el cumplimiento de diversas caracteristicas de seguridad para garantizar a los

consumidores que no hay toxicidad (Parker et al., 2018).

En las levaduras, se sabe que la actividad hemolitica es un factor de virulencia
que contribuye a la patogenicidad por ejemplo en las especies de Candida (Favero
et al., 2014). La actividad hemolitica podria ser responsable de la aparicion de
anemia y/o edema en el huésped (Fernandez-Pacheco et al., 2021). Ademas, se
ha informado que solo ciertas cepas de este género, aisladas de pacientes con

patologias, producen esta actividad (Tsang et al., 2007; Wibawa et al., 2015).

Por otro lado, la enzima ureasa cataliza la degradacién de la urea, lo que da
como resultado la formacién de amoniaco y acido carbamico, este ultimo sufre una
hidrdlisis espontanea a acido carbonico y una segunda molécula de amoniaco
(Rutherford, 2014). La presencia de esta actividad enzimatica se considera un
rasgo patogénico ya que, durante la infeccion, se cree que la produccion de
amoniaco da como resultado la alcalinizacién del tejido circundante y, en

consecuencia, dano al tejido del huésped (Toplis et al., 2020).

Segun el CAA en el articulo 1389 - (Resolucion Conjunta SPRel N° 261/2011
y SAGyP N° 22/2011) la cepa probidtica no debe ser riesgosa para la salud. La
bacteria no debera presentar o promover la translocacion bacteriana, es decir no
debe haber pasaje de bacterias del intestino mas alla de los nédulos mesentéricos,

en las concentraciones en que se encuentra en el alimento.

Otro aspecto relevante a evaluar es la resistencia a antibiéticos, dado que la
diseminacion de microorganismos antibidtico-resistentes puede reducir las
posibilidades terapéuticas en enfermedades infecciosas. EI CAA considera

necesario determinar la presencia de resistencia transferible genéticamente en
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cepas que seran usadas para consumo humano. Cabe destacar que lo propuesto
en el CAA es para bacterias probioticas, dado que varias cepas bacterianas
presentan alta tasa de transferencia horizontal de genes, no asi las levaduras.
Ademas, bajo este contexto, resulta importante evaluar la susceptibilidad frente a

diferentes agentes antibacterianos, asi como antifungicos.

Con respecto a la virulencia, su estudio suele requerir el uso de un organismo
modelo animal, ya que juega un papel esencial en el campo de la investigacion
médica y biomédica. Desafortunadamente, la investigacion realizada en ratones,
ratas y otros mamiferos tiene serias limitaciones, incluidos costos medianos a altos,
la necesidad de instalaciones, personal técnico especializado y preocupaciones
sobre el uso de animales vertebrados en investigacién relacionado con problemas
de bioética. Ademas, los estudios con mamiferos pueden tardar varios meses
dependiendo de la virulencia del microorganismo y la progresiéon de la enfermedad
(Stempinski et al., 2022). Para evitar esos problemas, muchos investigadores
realizaron estudios, incluidos ensayos de virulencia, en modelos de invertebrados
como la mosca de los frutos Drosophila melanogaster, el nematodo Caernohabbitis
elegans o las larvas de la polilla de |la cera Galleria mellonella. Se ha demostrado
que G. mellonella es un organismo modelo util para probar la patogenicidad de
multiples especies de hongos (Pereira et al., 2018; Maurer et al., 2019). La ventaja
de G. mellonella como huésped modelo es su flexibilidad para cambios en el
protocolo de infeccidn que permiten el estudio de variables no posibles en modelos

de invertebrados, como la temperatura del huésped (Stempinski et al., 2022).

Las larvas infectadas de G. mellonella se pueden incubar a temperatura
ambiente, 30 °C y 37 °C. Este rango de temperatura es importante porque permite
experimentos a la temperatura corporal de mamiferos. La larva de G. mellonella
mide entre 2 y 3 cm de largo, un tamano facil de manipular. Ademas, dado que G.
mellonella es relativamente facil de infectar y almacenar en grandes cantidades,
este modelo permite a los investigadores realizar exdmenes de virulencia o
supervivencia bajo varias condiciones, cepas o mutantes diferentes, antes de
limitarlos para su uso en un modelo de ratén que requiere mucho tiempo y recursos
(Mylonakis et al., 2005; Firacative et al., 2020). Es importante destacar que, a pesar

de la divergencia evolutiva, el sistema inmunoldgico innato de G. mellonella
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comparte similitudes con el de los mamiferos, lo que lo hace util para estudiar las

interacciones entre hongos y huéspedes humanos (Smith et al., 2021).

El estudio de bioseguridad en cepas probioticas es esencial para garantizar la
seguridad y la eficacia de estos bioproductos para el consumo humano, cumplir con
las regulaciones pertinentes y mantener la confianza del consumidor en el mercado
de probidticos. Es por ello que el objetivo de este capitulo fue examinar en primera
instancia varios aspectos de bioseguridad in vitro en el pool inicial de levaduras de
origen enologico como actividad hemolitica, ureasa y susceptibilidad a antibidticos,
incluyendo levaduras Saccharomyces y no-Saccharomyces, como parte del primer
proceso de seleccion. En una segunda etapa de analisis de la bioseguridad in vivo

se evaluo la virulencia a levaduras seleccionadas en modelo de Galleria mellonella.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

El presente estudio evalu6 96 levaduras nativas aisladas de ambientes
asociados a la elaboracién del vino como: suelo, racimos y mostos de uva en
diferentes etapas de fermentaciones espontaneas de cosechas de 1992, 1994,
2004 y 2011 (region de Cuyo, Argentina).

Las levaduras de las divisiones Ascomicetos y Basidiomicetos pertenecen a 25
especies diferentes, incluidas en los géneros Candida (6 aislamientos),
Cryptococcus (3), Debaryomyces (3), Hanseniaspora (12), Issatchenkia (1),
Kluyveromyces (5), Metschnikowia (12), Pichia (14), Rodhotorula (3),
Saccharomyces (30), Torulaspora (1) y Wickerhamomyces (7) (Tabla 2.1).

En todos los ensayos de bioseguridad se emple6 como control a la cepa de
levadura probiodtica comercial Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM |-
745.

Todas las cepas empleadas se identificaron previamente mediante ensayos
morfoldgicos, fisioldgicos y bioquimicos convencionales segun Kurtzman et al.
(2011), y técnica molecular descrito por Esteve-Zarzoso et al. (1999). Todos los
aislamientos pertenecen a la Coleccion de Cultivos de Microorganismos Autéctonos

del Instituto de Biotecnologia, Facultad de Ingenieria — UNSJ, San Juan, Argentina.
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Tabla 2.1:Especies, cantidad y nomenclatura de aislamientos de levaduras autéctonos empleados en

el presente estudio

Aislamientos

Especie autéctonos Nomenclatura

Candida famata 2 PB1, PB2

Candida membranaefaciens 2 PB4, PB5

Candida sake 1 PB6

Cryptococcus albidus 1 PB8

Cryptococcus magnus 2 PB9, PB10

Debaryomyces hansenii 1 PB11

Debaryomyces vanrijiae 2 PB12, PB13

Hanseniaspora sp 1 PB14

Hanseniaspora guilliermondii 3 PB15, PB16, PB17

Hanseniaspora uvarum 5 PB19, PB 20, PB21, PB22, PB23

Hanseniaspora vineae 3 PB24, PB25, PB26

Issatchenkia orientalis 1 PB27

Kluyveromyces sp 2 PB28, PB29

Kluyveromyces lactis 2 PB30, PB31

Kluyveromyces maxianus 1 PB32

Metschnikowia pulcherrima 12 PB33, PB34, PB35, PB36, PB37, PB38,
PB39, PB40, PB41, PB42, PB43, PB44

Pichia fabiani 1 PB45

Pichia kluyveri 2 PB46, PB47

Pichia kudriavzevii 7 PB48, PB49, PB50, PB51, PB52, PB53,
PB100

Pichia manshurika 1 PB54

Pichia occidentalis 3 PB56, PB57, PB58

Rhodotorula glutinis 2 PB59, PB60

Rhodotorula mucilaginosa 1 PB61

Saccharomyces cerevisiae 30 PB62, PB63, PB64, PB65, PB66,
PB67, PB68, PB69, PB70, PB71,
PB72, PB73, PB74, PB75, PB76,
PB77, PB78 PB79, PB80, PB81,
PB82, PB83, PB84, PB85, PB86,
PB87, PB88, PB89, PB90, PB101

Torulaspora delbrueckii 1 PB92

Wickerhamomyces anomalus 7 PB93, PB94, PB95, PB96, PB97,PB98,
PB99

Total 96

*PB: levadura candidata a probiotico

Los microorganismos patégenos Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853 y

Shigella sonei ATCC® 9290 se utilizaron como controles positivos para la

evaluacion de la actividad hemolitica y ureasa, respectivamente. Estas cepas

45


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/shigella
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/urease

Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

fueron proporcionadas por la American Type Culture Collection ATCC (Rockville,
MD, EE. UU.).

Todos los microorganismos se conservaron criogénicamente a -80 °C. Las
levaduras se propagaron en caldo YEPD (g/L: extracto de levadura 10, peptona 20,
glucosa 20) y las bacterias en caldo nutritivo, CN (g/L: pluripeptona 5, extracto de

carne, 3) durante 24 h, previo a cada ensayo experimental.

Evaluacion de la bioseguridad

Actividad hemolitica

Se inoculd 5 L de suspencion de levadura de forma puntual en medio de agar
sangre, suplementado con un 5 % de sangre de oveja desfibrinada e incubaron
durante 48 h a 37 °C (Lara-Hidalgo et al., 2019). La actividad hemolitica se
evidencidé por el desarrollo de zonas claras o verdoso alrededor de las colonias. Se
examinaron las placas en busca de signos de a-hemodlisis (zonas de tonos verdes
alrededor de las colonias) y B-hemdlisis (zonas claras alrededor de las colonias)
(Bonatsou et al., 2018).

Actividad ureasa

Se evalud utilizando el medio Christensen segun el método de Seeliger (1956)
con modificaciones. EI medio agar base urea consta de los siguientes componentes
(g/L): peptona 10, glucosa 10, cloruro de sodio 5, dihidrogenofosfato de potasio 2,
rojo fenol 0,012, agar 15; El pH final fue de 6,8 + 0,2. El medio (2,85 ml) se dispenso
en tubos de ensayo y se esterilizd en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Cada
tubo del medio tratado en autoclave se complementd con 0,15 ml de una solucién
de urea filtrada al 40 %. Se dejé que el contenido solidificara con los tubos
mantenidos en posicion inclinada. Se estridé un indculo de levaduras previamente
activadas en YEPD- Agar (24 a 48 h, 2811 °C) con un ansa en la superficie del
medio en cultivo inclinado. Luego los tubos se incubaron a 3711 °C durante 18 a 24
h. La hidrdlisis de la urea se demostro mediante un cambio de color distintivo del

indicador de amarillo-anaranjado a rojo-rosado intenso.
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Susceptibilidad a los antibioticos

Para determinar la sensibilidad a los antibi6ticos se utilizé el método de difusién
en agar. Los agentes antibacterianos utilizaron fueron (a concentraciones de
pg/mL): ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10, rifampicina 20, tetraciclina
80, cloranfenicol 60; y los antimicoticos (ug/mL) evaluados fueron: ketoconazol 50,
clotrimazol 10, fluconazol 10, itraconazol 10, miconazol 50, nistatina 100. Cada
levadura, previamente activada, se inoculd (1x107 UFC/mL) en YEPD- agar para
formar un césped. Se perforaron pocillos (= 5,5 mm) en el agar y se afadieron a los
pocillos 50 uL de cada antibidtico. Posteriormente, las placas se incubaron durante
48 h a 37 £1 °C, segun Amorim et al. (2018) con modificaciones. La sensibilidad se
detecté mediante la formacién de halos de inhibicién uniformes alrededor del pozo
y se cuantificé con un calibre digital. Los halos se compararon contra puntos de
corte para definir susceptibilidad o resistencia. Se seleccionaron los aislamientos

que fueron susceptibles al menos a 3 antifungicos.

Evaluacién de patogenicidad in vivo utilizando Galleria mellonella.

Las larvas de G. mellonella en estadio larval 6 (obtenidas del Laboratorio de
Centro de Multiplicacion de Agentes de Biocontrol Nativos, INTA, Alto Valle) se
incubaron a 20 +1 °C en condiciones de oscuridad (Peréz-Través et al., 2021). Las
larvas utilizadas en el ensayo registraron un peso promedio de 0,22 + 0,03 g y se
utilizaron dentro de los 3 dias posteriores a la recepcion. Para cada levadura se
seleccionaron aleatoriamente 10 larvas por placa, 2 repeticiones por levadura con

viruta de madera.
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Figura 2.1: Infeccion de larvas. (A) llustracion del modelo de larva de G. mellonella con
indicacion de las partes anatdmicas principales. (B) Foto que ilustra el lugar de inyeccién
de la suspension de células de levaduras en la base de la pata de la larva. (C) Foto de
primer plano del lugar de la inyeccion. Grafico creado con BioRender.com

Cada larva se inoculd intradérmicamente (1x108 UFC/mL) en la dltima pata
izquierda utilizando una jeringa de subdérmica de 1 mL y se administraron 20 yL
de la suspension de levaduras (Figura 2.1). Las larvas se aclimataron a 30 +1 °C
durante 1 h antes de realizar todos los experimentos y luego se incubaron a 30 +1
°C en oscuridad durante 72 h. La supervivencia se registré a las 24,48y 72 hy se
confirmoé visualmente y mediante estimulacion fisica utilizando la punta de una

pipeta estéril (Peréz-Traveés et al., 2021).

Para el control positivo, las larvas fueron inoculadas con 20 pL de la cepa
patdbgena Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, en la misma concentracion
que las levaduras de prueba. Para el control negativo, las larvas fueron inoculadas
con 20 uL de PBS estéril.

El porcentaje de supervivencia se calculé como:
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% supervivencia= (N° larvas iniciales-N°® larvas muertas /N° larvas iniciales) * 100

Anadlisis de los datos

Cada ensayo se realizd independientemente por triplicado y los resultados
representan la media de las tres determinaciones con la correspondiente desviacion
estandar (xSD). Para analizar y graficar los datos cualitativos experimentales se

utilizé el programa Graphpad Prism 9.4.1.

RESULTADOS

Actividad hemolitica, ureasa y susceptibilidad a antibiéticos.

Ninguna de las cepas de levadura evaluadas en el presente estudio fueron
susceptibles a los antibacterianos ni mostraron actividad hemolitica a o  (Figura
2.2). En cuanto a la actividad ureasa, el 9,3 % (PB1, 4, 24, 25, 61, 70, 71, 73, 81)
del total de aislamientos fueron positivos y, por lo tanto, fueron retirados del estudio
(Figura 2.2). En cuanto a la susceptibilidad antifungica, el 61,45 % de los
aislamientos fueron sensibles al menos a 3 agentes. El antifungico mas eficaz fue
la nistatina, con el 97,89 % de los aislamientos sensibles, seguido del miconazol,
con el 93,68 % de las cepas sensibles. El fluconazol fue el antifungico menos eficaz,
con solo el 26,31 % de los aislamientos mostraron sensibilidad. Los aislamientos
con sensibilidad a todos los azoles analizados fueron PB6, 9, 21, 31, 51, 58,

mientras que los aislamientos PB 13 y 77 fueron los mas resistentes (a >4 azoles).

En general, los aislamientos de M. pulcherrima fueron los mas susceptibles (a
5 o mas de los antifungicos ensayados). Por otro lado, la mayoria de los
aislamientos de Saccharomyces fueron resistentes al menos a 4 agentes
antifungicos. Los resultados indican que las levaduras analizadas mostraron una
amplia variabilidad con respecto a la susceptibilidad y resistencia a los antifungicos,

lo que indica una caracteristica dependiente de la cepa (Figuras 2.2 y 2.3).

Sobre la base de los resultados de los ensayos in vitro, se seleccionaron 66
aislamientos que mostraron actividad hemolitica y ureasa negativa y que ademas
fueron susceptibles al menos a 3 antifungicos para realizar los ensayos in vivo con

larvas de Galleria mellonella.
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Figura 2.2: (A) Placa de agar sangre, (Ps) representa el control positivo. (B) Tubos con
medio Cristensen, levaduras 61 y 4 con actividad ureasa positiva. Levaduras 57 y 18 con
actividad ureasa negativa. (C) Ensayo de susceptibilidad a antifingicos.
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Agente Antifungico
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Figura 2.3: Resistencia (R) y sensibilidad (S) de los aislamientos de levadura
ensayados frente a diferentes antifungicos, nistatina (A), intraconazol (B),
fluconazol (C), clotrimazol (D), miconazol (E), ketoconazol (F).
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Evaluacion de patogenicidad mediante el modelo in vivo de
larvas de Galleria mellonella

La evaluacion de patogenicidad en los 66 aislamientos seleccionados en larvas
de Galleria mellonella, mostraron porcentajes de supervivencia del 100% en las
todas las levaduras ensayadas, a excepcion de Pichia kudriadzevii (PB100), que
registré una tasa de supervivencia del 94,4%, dado que sobrevivieron 19 de las 20

larvas inoculadas con la levadura.

La Figura 2.4 muestra el estado de las larvas, control negativo, control positivo
y larva inoculada con W. anomalus PB97. Ademas, en las placas de Petri también

se puede visualizar el contenedor de las larvas del grupo PB97.
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Figura 2.4: Ensayo de patogenicidad utilizando larvas de Galleria mellonella. De izquierda
a derecha: en el primer cuadro se pueden observar larvas de diferentes grupos con un
aumento de estereoscopio de 40X. En el segundo recuadro se puede observar un grupo
de larvas pertenecientes a un mismo grupo. Referencias: A) Larva perteneciente al control
positivo, en fase de muerte inoculada con Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, B)
Larva perteneciente al control negativo, inoculada con solucién salina estéril (NaCl al
0,9%), C) Larva perteneciente al estudio PB97 D) Placa con 10 larvas pertenecientes al
grupo de estudio PB97.
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DISCUSION

Las pruebas de bioseguridad son cruciales porque cualquier aislamiento de
levadura puede ser un patdégeno potencial, especialmente contra personas

inmunodeprimidas (Fleet y Balia, 2006; Fernadez — Pacheco et al., 2021).

Como se menciond anteriormente los antibacterianos ensayados para evaluar
susceptibilidad no presentaron resultados positivos en las levaduras analizadas
debido a la capacidad intrinseca de resistir la mayoria de los antibi6éticos comunes,
lo que las convierte en grandes candidatos para combinarse en terapias

antibacterianas (Dubreuil et al., 2017)

Dado que la mayoria de los microorganismos probidticos comerciales son
bacterias, las levaduras probidticas presentan una ventaja para ser empleadas en
pacientes que llevan tratamientos con antibacterianos, ya que su viabilidad y
propiedades probidticas permanecerian intactas. Ademas, la transferencia de
material genético entre bacterias patogenas del tracto gastrointestinal y levaduras
es un evento bastante raro, lo que hace que el uso de levaduras sea mas seguro
durante el tratamiento con antibioticos (Czerucka et al., 2007; Daniali et al., 2020,
Lara-Hidalgo et al., 2017).

Numerosos estudios se han centrado en el potencial probiético de aislamientos
de los géneros Candida, Pichia, Wickerhamomyces y Saccharomyces (Chelliah et
al., 2016, Di Cagno et al., 2020). Sin embargo, algunos autores han planteado
dudas sobre la seguridad de determinadas especies de estos géneros dado que
podrian ser patdogenos oportunistas responsables de la morbilidad y mortalidad en
individuos inmunocomprometidos (De Llanos et al., 2006, Fleet y Balia, 2006). Por
lo que examinar la susceptibilidad de las levaduras a antifungicos de amplio

espectro para controlar una posible fungemia, es necesario.

El género Saccharomyces es uno de los géneros mas estudiados y que
presentan mas aptitudes para la busqueda de posibles candidatos probidticos en
muchos estudios. Sin embargo, nuestros resultados muestran que es el género
dentro del pool inicial con mayor numero de cepas con alta resistencia antifungica

a los agentes azdlicos ensayados. Lim et al. (2019) informaron que la
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susceptibilidad reducida a la mayoria de los agentes azoles, especialmente al

fluconazol, puede ser inherente al género Saccharomyces.

Para evaluar la patogenicidad de posibles levaduras probidticas, se llevo a
cabo un estudio in vivo utilizando el modelo invertebrado G. mellonella. En los
ultimos afos, ha habido un aumento en el numero de estudios que evaluan la
toxicidad de posibles cepas probidticas en larvas como modelo de invertebrado,
tanto en bacterias (Wang et al., 2020) como en levaduras (Perez-Traves et al.,
2021), aunque con menor frecuencia. G. mellonella es un modelo de infeccion
invertebrado que resulta atractivo como sistema experimental para estudiar la
patogénesis fungica debido a su facilidad de uso, bajo costo, experimentos de alto
rendimiento en comparaciéon con las investigaciones en vertebrados de orden
superior (por ejemplo, ratones, conejos, primates no humanos, etc.) (Smith y
Casadevall, 2021). Asimismo, el uso de G. mellonella esta en linea con iniciativas
para minimizar y optimizar las investigaciones en animales vertebrados, al tiempo
que se maximiza el bienestar de los mismos (Clark, 2018). Aunque existen
inconvenientes en el uso de G. mellonella, como su falta de inmunidad adaptativa,
existen estudios que sostienen que los sistemas inmunes innatos antifungicos de
los ratones y G. mellonella son comparables (Smith y Casadevall, 2021). De
acuerdo a Smith y Casadevall, (2021), la literatura indica en gran medida que los
factores de virulencia fungica tienen roles comparables y superpuestos en los
huéspedes mamiferos y G. mellonella, 1o que sugiere que los estudios con G.

mellonella pueden ser trasladables a mamiferos.

En este estudio, se evalud inicialmente la concentracion de 1x108 UFC/mL ya
que algunos informes indican que esta es la concentracién minima a la que las
levaduras probidticas deben llegar al sitio de accion (Staniszewski y Kordowska-
Wiater, 2021; Lai et al., 2024). En condiciones similares, Tran et al. (2023)
ensayaron la patogenicidad de levaduras probiéticas a diferentes concentraciones
(105, 108, 107, 108) e informaron una disminucién en la viabilidad larval (o sea
incremento de toxicidad y, por tanto, patogenicidad) a medida que aumentaba la
concentracion de levaduras. Cuando la concentracion evaluada fue de 108 UFC/mL
de Pichia kudriadzevii, el 100% de las larvas sobrevivieron, lo cual concuerda con

los resultados alcanzados en el presente estudio. En otro trabajo realizado por

54



Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

Maione et al. (2014), evaluaron un aislamiento de P. kudriavzevii, a diferentes
concentraciones y sus resultados también coincidieron con los del presente estudio,
indicando que dosis inferiores a 108 UFC/larva, eran seguras y al aumentar las
concentraciones habia reduccion de la supervivencia. Por otro lado, Pérez-Travis
et al. (2021) evaluaron W. anomalus a tres concentraciones (108, 107y 108 UFC/mL)
y a cuatro temperaturas (28, 37, 39 y 42°C). En linea con los resultados obtenidos
en este trabajo, con una concentracién de 1x10% UFC/mL a 30°C, informaron una
supervivencia del 100%, pero no se observo el mismo resultado a concentraciones
mas altas. En la bibliografia, no se han encontrado informes que estudien la
patogenicidad in vivo en modelo de invertebrado de G. mellonella de posibles
probioticos en levaduras de S. cereviseae y H. guillermondii. Aunque se han
realizado estudios sobre este analisis en P. kudriadzevii, no se ha reportado sobre
aislamientos de P. manshmurika y P. occidentalis. Por tanto, este estudio adquiere
relevancia ya que forma parte de los primeros reportes para las cepas de estas

especies en este modelo de invertebrado.

CONCLUSION

Con respecto a las caracteristicas para determinar si una cepa presenta
propiedades probidticas, se determinaron las siguientes propiedades de

bioseguridad:

Sesenta y seis aislamientos de levaduras registraron las caracteristicas de
bioseguridad deseadas: actividad hemolitica negativa, actividad ureasa negativa,
resistencia a antibacterianos y susceptibilidad a 3 o mas antifungicos. Con respecto
al ensayo in vivo, se observé mas del 90% de supervivencia de las larvas de G.

mellonella evaluadas frente a las levaduras seleccionadas.

Por lo tanto, estos aislamientos se seleccionaron para continuar con otra etapa

de ensayos cruciales para evaluar la potencialidad probiética.
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CAPITULO 3

TOLERANCIA A CONDICIONES DEL
TRACTO GASTROINTESTINAL
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Teniendo en cuenta los resultados del capitulo 2, en el siguiente esquema se
resumen las caracteristicas de bioseguridad que presentaron las cepas
seleccionadas.

Pool 96 aislamientos
de origen enoldgico

Saccharomyces y no-Saccharomyces

‘ Ensayos de bioseguridad
Actividad Supervivencia >90%, Sensibilidad al
x hemolitica ensayo in vivo V menos a 4 V

antifiingicos

Actividad Resistencia a 4
x ureasa

antibacterianos

66 aislamientos mostraron las
caracteristicas de bioseguridad
deseadas

Created in BioRender.com bio

INTRODUCCION

El potencial probidtico de las levaduras merece ser explorado por diversas
razones. En primer lugar, aunque la levadura sélo representa <0,1% de la
microbiota en el tracto gastrointestinal, el tamafno de las células de la mayoria de
las levaduras es al menos 10 veces mayor que el de las bacterias (Pflughoeft y
Versalovic, 2012; Huffnagle y Noverr, 2013). Por tanto, representar un importante
obstaculo fisico para las bacterias, ya que podria conformar una barrera entre las
bacterias patogenas y las células epiteliales del intestino. En segundo lugar, la
composicion de la pared celular de levaduras y bacterias son diferentes y son
reconocidas por diferentes receptores de reconocimiento de patrones, por lo que
puede explicar las diferentes respuestas de estos microorganismos como
"inmunomoduladores" (Janeway y Medzhitov, 2002). Las diferencias en las

condiciones Optimas de crecimiento con respecto al pH y la temperatura de la
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levadura (4,5 a 6,5; 20 a 30 °C) y las bacterias (6,5 a 7,5; 10 a 80 °C) también las
hacen activas en diferentes sitios del tracto gastrointestinal (Czerucka et al., 2007).
Algunas especies de levadura incluso pueden tolerar condiciones altamente acidas
con un pH tan bajo como 1,5 y, por lo tanto, son candidatos prometedores como
probidticos. Como se mencioné anteriormente, un punto importante es que la
levadura no es afectada por los antibidticos antibacterianos y, una caracteristica
significativamente destacable es que la transmision horizontal de material genético
ocurre muy escasamente en levaduras (Czerucka et al., 2007; Serero et al., 2018).
Por tanto, teniendo esto en cuenta la levadura con potencialidad probiotica serian
seguras en combinacion con tratamientos con agentes antibacterianos en aquellos
casos particulares de gastroenterocolitis agudas o alteraciones gastrointestinales
(Czerucka et al., 2007; Daniali et al., 2020).

Una nueva tendencia en la microbiologia de alimentos es el uso de
microorganismos multifuncionales como, por ejemplo, implementar el uso de
cultivos iniciadores en procesos fermentativos con alguna actividad que le aporte
beneficios al consumidor (propiedades probidticas) (Perricone et al., 2014). En
cuanto a las levaduras probidticas, S. cerevisiae var. boulardii (Saccharomyces
boulardii) una de las cepas mas populares respaldada por un marco normativo,
aceptada comercialmente y disponible en varias formulas probidticas para
humanos en todo el mundo (Czerucka et al., 2007; Di Cagno et al., 2020). Dentro
del grupo no-Saccharomyces, Quarella et al. (2016) reportaron Kluyveromyces
marxianus fragilis BO399 como la primera levadura aprobada como probiético para
alimentacién animal y consumo humano segun EFSA (2004), Ministero de lla Salute
(2016). Por lo tanto, es de creciente interés evaluar propiedades funcionales
adicionales en levaduras previamente evaluadas y seleccionadas con rasgos

probidticos (Gil-Rodriguez et al., 2015).

Las levaduras se utilizan en biotecnologia para diferentes propésitos como
produccion de alimentos y bebidas fermentadas, sintesis de proteinas y vitaminas
recombinantes y control biolégico (Garcia-Hernandez et al., 2012; Hatoum et al.,
2012). Particularmente en la industria alimentaria, se esta explorando cada vez mas

las cepas de especies distintas de Saccharomyces para implementarse como
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iniciadores en la produccion de diversos alimentos y bebidas como pan, vino,
cerveza, kéfir, koumiss, entre otros (Arroyo-Lépez et al., 2012; Moreira et al., 2011)
o implementandolas para la maduracién de quesos o para aportar propiedades
organolépticas distintivas a aceitunas de mesa (Binetti et al., 2013). Las levaduras
no-Saccharomyces (no convencionales), representan una interesante alternativa
industrial para el desarrollo de nuevos productos (Holt et al., 2018; Steensels y
Verstrepen, 2014) ya que estas podrian brindar propiedades distintivas para la

industria.

Tal como se menciond previamente, en el caso particular de la fermentacion
del mosto de uva en vino, las levaduras estan expuestas a una combinacion de
estreses (osmotico, acido, falta de nutrientes, toxicidad del etanol) que actuan de
forma individual o sinérgica, lo que potencialmente conduce a una diferenciacion
adaptativa (Marsit y Dequin, 2015). La tolerancia a condiciones hostiles de
elaboracién del vino (con algunas similitudes con las del tracto gastrointestinal)
junto con similitudes estructurales y funcionales con otros probioticos
convencionales, hacen de las levaduras enologicas potenciales candidatos
probidticos para ejercer efectos beneficiosos sobre la salud humana.

Uno de los principales factores a los que estan expuestas las levaduras del
ambiente vitivinicola es la temperatura. Durante la maduracion de la uva la
microbiota presente en la pruina esta expuesta a temperaturas que pueden
alcanzar los 46-47 °C. Posteriormente, cuando las uvas se someten a fermentacion
los rangos de temperatura son generalmente controlados, siendo los optimos para
el caso de las vinificaciones en tinto entre 18 y 25 °C y para las vinificaciones en
blanco entre 10 y 18 °C. Sin embargo, se conoce que durante la fermentacion
natural de los azucares en alcohol puede elevarse la temperatura del mosto de uva
a mas de 40 °C (Rankine, 2007).

Para evaluar las aptitudes de ciertas cepas para ser consideras probidticas
debe realizarse una evaluacion preliminar in vitro (Araya et al., 2002). Los criterios
adoptados por la mayoria de los estudios para la seleccion de levaduras son
esencialmente los establecidos para las bacterias (de Melo Pereira et al., 2018).

Esta evaluacidn tradicionalmente ha prestado especial atencion al origen ecolégico
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de las cepas, su tolerancia a las condiciones hostiles del transito gastrointestinal y
su capacidad para adherirse a las superficies intestinales (Salminen et al., 1998; de
Melo Pereira et al., 2018) (topicos a desarrollarse en el siguiente capitulo). En el
momento de la administracion, el probidtico debe ser resistente a las enzimas
presentes en la cavidad bucal, como la amilasa y la lisozima. Después de la
ingestion, las células probidticas se enfrentan a factores antimicrobianos en el
estdmago (pH bajo, jugo gastrico y pepsina) y en los intestinos (pancreatina y sales
biliares), asi como a un leve choque térmico provocado por la temperatura interna

del cuerpo (de Melo Pereira et al., 2018).

Para comprender adecuadamente las condiciones a las que se someteran
los candidatos probidticos, es esencial entender el mecanismo de la digestién de
los alimentos. Aunque la forma de administrar los probidticos puede variar, es
inevitable que superen las condiciones del tracto gastrointestinal para llegar a su
sitio de accion en cantidades adecuadas y ejercer asi el efecto beneficioso que

puedan aportar.

El ambiente gastrico

La digestion es el proceso que degrada las sustancias alimentarias en nutrientes
(por ejemplo, fitoquimicos, micronutrientes y macronutrientes) para liberarlos en el
torrente sanguineo (Li et al., 2020). Este proceso comprende digestion mecanica y
quimica. La digestion mecanica descompone las sustancias alimentarias en
pequefias particulas, como preludio de una digestion quimica eficaz (Camilleri,
2006), mientras que la digestion quimica es responsable de catabolizar otras
moléculas de alimentos a través de diversas enzimas digestivas, para absorberlas
en el torrente sanguineo (Bienvenido, 2018). El bolo alimenticio resultante de la
digestion oral es transportado por la peristalsis esofagica al estdmago, que tiene
cuatro funciones motoras principales: almacenamiento, mezcla, trituracion y
vaciado (Figura 3.1). El estbmago proximal (fondo y cuerpo), actua principalmente
como depdsito de material no digerido, mientras que el estdbmago distal (antro) es
el triturador, mezclador y tamizador de alimentos sélidos. El antro también realiza
el vaciado gastrico de sélidos mediante acciones propulsoras, permitiendo el pasaje

del quimo al duodeno (Kong y Singh, 2008).
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La mucosa gastrica contiene dos glandulas, las llamadas glandulas oxinticas y
piléricas, asociadas con la digestion quimica (Carlson, 2019). Sus células parietales
producen acido clorhidrico (HCI; 160 mmol/L, pH 0,8) (Herdt, 2020). EI HCI es
importante para eliminar los microorganismos patdégenos ingeridos junto con
alimentos solidos y liquidos (Schubert, 2003) y para activar la pepsina del zimégeno
pepsindgeno, que es secretado por las células principales de las glandulas
oxinticas (Carlson, 2019). Otra funcion intrinseca del HCI es la desnaturalizacion

de proteinas, para facilitar la digestion enzimatica por la pepsina.

La pepsina descompone los enlaces peptidicos de las proteinas al pH 6ptimo de 2
a 3 en aminoacidos individuales, que se liberan en el torrente sanguineo (Camilleri,
2006; Carlson, 2019). Las glandulas piléricas se encuentran en el antro del
estbmago (Schubert, 2017). Secretan la hormona gastrina secretada por sus
células G enteroendocrinas, que actuan para inducir la produccion de HCI (Herdt,
2020; Schubert, 2017). Ademas, el moco secretado por las células mucosas de las
glandulas pildricas juega un papel importante en la proteccion de la superficie

gastrica del medio acido del estobmago (Berin et al., 2014).
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Figura 3.1: (A) Anatomia del estémago. (B) Partes del tracto gastro intestinal, principales
caracteristicas y funciones. Anatomia del intestino. Creado con BioRender.com

El ambiente intestinal

La digestidn de los alimentos continua en el intestino delgado después de la
digestion gastrica. El intestino delgado tiene dos funciones principales en la
digestion y la absorcidén, es decir, la descomposicion de macromoléculas y la
absorcidon de agua y nutrientes. Anatomicamente incluye duodeno, yeyuno e ileon
(Li et al., 2020). La mayor parte de la digestidon ocurre en el duodeno, mientras que
los nutrientes digeridos se absorben en el yeyuno y el ileon. Las enzimas
pancreaticas (una mezcla compleja de proteasas, amilasas_y lipasas) y otras
enzimas digestivas producidas por la pared interna del intestino delgado actuan
juntas en la descomposicion de los componentes de los alimentos. Ademas, el
pancreas secreta bicarbonato al duodeno para mantener el pH del intestino delgado
entre 6 y 7, lo que es adecuado para que estas enzimas digieran grasas,

carbohidratos y proteinas (Li et al., 2020) (Figura 3.1).
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Especificamente, los glucidos o carbohidratos se digieren en monosacaridos
(glucosa, fructosa y galactosa), las proteinas en dipéptidos, tripéptidos y
aminoacidos, y los lipidos en acidos grasos libres, colesterol y 2-monoglicéridos
antes de la absorcion (CamPBell et al., 2019). La bilis producida por la vesicula
biliar también ingresa al duodeno y desempefia un papel especifico en la digestion
de los lipidos al emulsionar las grasas de la dieta en pequeias gotas, promoviendo
asi la actividad de la lipasa pancreatica. La mayoria de las sales biliares se
reabsorben activamente en el ileon y se reutilizan en la bilis mediante el ciclo

enterohepatico.

Mientras que, el agua y los nutrientes son absorbidos por los enterocitos de
las vellosidades mediante difusion simple, difusion facilitada (agua) o transporte
activo (nutrientes). Esto evita la acumulacién de productos de la digestion en la luz
del intestino delgado, lo que podria inhibir las actividades enzimaticas. De esta
manera, el quimo se transporta a través de los intestinos mediante segmentacion y
contracciones de los musculos peristalticos, que se regulan mediante una

combinacion de factores midégenos, neurales y hormonales (CamPBell et al., 2019).

Probiodticos en alimentos

En Argentina, segun el CAA Articulo 1389 - (Resolucién Conjunta SPRel N°
261/2011 y SAGyP N° 22/2011), para que una cepa pueda ser empleada como
probidtico en alimentos, debe cumplir con los requisitos minimos del protocolo de
evaluaciénque incluye: ¢ Resistencia gastrica a 37°C; * Resistencia a bilis y
Resistencia a lisozima. Este ultimo requerimiento minimo es opcional, y, como las
lisozimas no afectan a las levaduras (Fakruddin et al., 2017) puede ser

desestimado.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este capitulo es evaluar la
tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal (por separado) in vitro de las
66 levaduras pre-seleccionadas por cumplir con el requisito de ser bioseguras
(capitulo 2), de acuerdo con los ensayos in vitro e in vivo para el consumo. Aquellas
levaduras que presentaron las mejores aptitudes de tolerancia se seleccionaron
para ser sometidas a estudios de supervivencia a las condiciones del tracto
gastrointestinal simulado y conocer su comportamiento bajo factores de estrés

Sucesivos.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

De acuerdo a lo expuesto en el capitulo 2, los aislamientos de levaduras

fueron seleccionados por los siguientes parametros de bioseguridad:

Actividad hemolitica y ureasa negativa, resistencia a antibacterianos
(ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10, rifampicina 20, tetraciclina 80,
cloranfenicol 60ug/mL) y sensibilidad al menos a 4 antifungicos ensayados
(ketoconazol 50, clotrimazol 10, fluconazol 10, itraconazol 10, miconazol 50,

nistatina 100 pg/mL). Supervivencia mayor a 90% de larvas de G. mellonella.

Como resultado se obtuvo un total de 66 aislamientos con las caracteristicas

de bioseguridad deseadas.

Todos los microorganismos se conservaron criogénicamente a -80 °C. Las
levaduras se propagaron en caldo YEPD (g/L: extracto de levadura 10, peptona 20,

glucosa 20) previo a cada ensayo experimental.

Resistencia al tracto gastrointestinal (TGI)

Tolerancia a la temperatura

Las levaduras fueron inoculadas en solucién fisiolégica (NaCl 0,9 g/L) y
agitadas a 100 rpm durante 48 h a 28 °C para agotar las reservas nutricionales.
Para este ensayo se utilizé la metodologia propuesta por Gut et al. (2018) con
modificaciones. Las levaduras se inocularon puntualmente en YEPD- agar y se
incubaron a 37 +1 °C (temperatura corporal interna), 39+1 y 4211 °C (estados
febriles) durante 48 h. El crecimiento de la levadura se determiné en comparacion
con un control a 25 #1°C (Ragavan y Das, 2017), sin crecimiento (-); con
crecimiento (+); con buen crecimiento (++); con muy buen crecimiento similar a el

control (+++).

Tolerancia a valores de pH bajos (acidez)

Las levaduras previamente activadas (1x106 UFC/mL) se inocularon en
caldo YEPD a pH 2, 3y 4,6 (control), y se incubaron a 100 rpom durante 4 h a 37 %1

°C. Luego se inocularon las levaduras en YEPD agar después de 0 y 4 h. Los
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recuentos de células viables (UFC/mL) se realizaron después de incubar a 48 h a
30 1 °C.

La supervivencia se determino de la siguiente manera:

% supervivencia: (In N° UFC/ mL finai/ In N° UFC/ mL iniciar) * 100

Dénde:

In N° inicial UFC/mL es el logaritmo natural del numero inicial de Unidades
Formadoras de Colonias

In N° final UFC/mL es el logaritmo natural del numero final de unidades

formadoras de colonias

Tolerancia a la bilis

La tolerancia a la bilis se determind segun el método ecométrico modificado
propuesto por Kociubinski et al. (1999). El ensayo se realizd6 en 5 estrias
consecutivas en YGC- agar (g/L: extracto de levadura 5, D (+) glucosa 20,
cloranfenicol 0,1, agar 20) (control positivo) YGC + 1 % de bilis- agar, utilizando un
ansa de alambre de platino calibrado de 5 pL, sin recarga ni esterilizacion por llama
entre cada una de las 5 estrias. Las placas se incubaron durante 48 ha 37 + 1 °C
en condiciones anaerdbicas. Se comparo el crecimiento para cada estria realizada
en el medio de cultivo YGC + 1 % de bilis- agar en comparacion con el control YGC-
agar (Figura 3.2). El grado de resistencia se cuantificé asignando un valor numérico
al crecimiento positivo en cada estria realizada en bilis YGC- agar (1 para el
crecimiento microbiano en la primera estria, 2 en la segunda estria, 3 en la tercera
estria, 4 en la cuarta estria, y 5 en la quinta estria). La ausencia de crecimiento en
YGC-bilis se registré como IR = cero. El indice de resistencia a la bilis, IR bilis, se
calculé como la suma de los valores asignados a las 5 estrias. El IRviis 0scila entre

0y 15, donde el valor maximo indica un alto grado de resistencia de la bilis.

Se calculo con la siguiente formula:

IR biis = ) N° estria
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YGC (control) YGC + bilis (1%) YGC (control) YGC + bilis (1%)

Aislamiento IR: 15 (1+2+3+4+5) Aislamiento IR: 0

Figura 3.2: Ejemplos de indice de resistencia a la bilis (IRpilis) igual a 15 (valor maximo) y 0

Paso por el tracto gastrointestinal simulado

Se realizaron simulaciones de digestion en condiciones gastricas (DG) y
pancreaticas (DP) in vitro utilizando el método descrito por Zullo et al. (2019) con
modificaciones. Para DG, se prepard un jugo gastrico sintético en una solucién
tampon a pH 2 que contenia (g/L): NaCl 2,05; KH2PO4 0,60; CaCl2 0,11 y KCI 0,37.
Después de la esterilizacion del medio, se agregaron 0,0133 g/L de pepsina
esterilizada por filtracion (0,22 ym) para completar la solucion gastrica. Los cultivos
de levadura se activaron en caldo YEPD durante 48h a 30 °C. El sobrenadante se
separé mediante centrifugacién a 4600 rpm durante 10 min y el sedimento se lavo
dos veces con una solucién estéril de Buffer PBS. Posteriormente, las células de
levadura se resuspendieron en 7 mL de solucion gastrica y la concentracién celular
se ajustd a aproximadamente 1x108 UFC /mL. La solucién gastrica se incubo
durante 2,5 h a 37 °C con agitacién constante a 100 rpm para simular movimientos
peristalticos. Se tomaron muestras después de 0, 75y 150 min, se diluyeron y luego
se sembraron en una placa para el posterior recuento de células viables mediante

el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).

La simulacion de DP se realizé utilizando una solucién tampdn con pH 7,0
(ajustado con HCI 1 M) con la siguiente férmula (g/L): sales biliares 3,0, pancreatina
esterilizada por filtracién 0,1, Na2HPO4 26,9 y NaCl 8,5. Las células recolectadas
durante el paso de GD anterior se centrifugaron a 4600 rpm durante 5 min y luego
se resuspendieron en 7 mL de la misma solucién. La suspensién se incubd durante
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3 h a 37 °C con agitacion (100 rpm). De manera similar, se tomaron muestras
después de 0, 90 y 180 min, se diluyeron y se sembraron en una placa con medio
YEPD agar, para el posterior recuento de células viables (UFC). La supervivencia
durante la DP y la DG para cada punto de muestra se determin6 de la siguiente

manera:

% supervivencia: (In N° UFC/ mL finai/ In N° UFC/ mL inicial) * 100

Dénde:

In N° inicial UFC/mL es el logaritmo natural del nimero inicial de unidades
formadoras de colonias

In N° final UFC/mL es el logaritmo natural del numero final de unidades

formadoras de aislamientos

Analisis de datos

Cada ensayo se realiz6 de forma independiente por ftriplicado y los
resultados representan el promedio de las 3 determinaciones con la desviacion
estandar correspondiente (+x DE). Los datos experimentales se procesaron con
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para analizar el
supuesto de normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianza.
Las diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey y los
resultados se consideraron significativos si el valor de p asociado era < 0,05. Para
analizar los datos no paramétricos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba
de Friedman equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas. Para todas

las pruebas se utilizé SPSS version 19.0, Statistics R 3.6.2. y Graphpad Prism 9.4.1.

RESULTADOS

Para el screening inicial se considerd la tolerancia de las levaduras a la
temperatura corporal humana y a estados febriles, los valores bajos de pH vy la

presencia de sales biliares.

67



Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

De las 66 levaduras autoctonas analizadas, 49 aislamientos (74,24 %)
mostraron un crecimiento favorable a 37 °C, 51 aislamientos (77,27 %) a 39 °C y
47 aislamientos (71,21 %), a 42 °C. Las levaduras pertenecientes a los géneros
Cryptococcus y Rhodotorula no crecieron a ninguna de las temperaturas
analizadas, mientras que las levaduras del género Hanseniaspora mostraron alta
sensibilidad (%) a las diferentes temperaturas. Los aislamientos del género
Metschnikowia mostraron una sensibilidad creciente al aumentar la temperatura al
igual que los aislamientos de los géneros Saccharomyces, Torulaspora y
Wickerhamomyces (Figura 3.3). Todas las cepas del género Pichia (de diferentes
especies) mostraron buen crecimiento (++) a todas las temperaturas ensayadas
respecto al control. A partir de estos resultados, se seleccionaron 47 levaduras

autdctonas que crecieron favorablemente a las 3 temperaturas seleccionadas.
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Figura 3.3: Aislamientos de levaduras tolerantes a diferentes temperaturas de crecimiento (37,
39y 42 °C). Sin crecimiento (-); con crecimiento (+); con buen crecimiento (++); con muy buen
crecimiento como control (+++).
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Después de la incubacién a 37 °C durante 4 h, en general, los recuentos de
levaduras viables indicaron que los aislamientos tenian mayor tolerancia a pH 3 y
mayor sensibilidad a pH 2. Las cepas que superaron el 100 % de supervivencia a
pH 2 fueron PB 52, 56 y 68. Mientras que a pH 3 alcanzaron un porcentaje de
tolerancia superior al 100 % PB 29, 45, 47-53, 56-58, 66, 69, 86, 97, 100 y 101. Las
cepas PB 11-16, 52 y 56 en ambos pH tuvieron un porcentaje de tolerancia superior
al 100 % (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Tolerancia de los aislamientos de levaduras autéctonas a pH 2 y pH 3.

Especie Nomenclatura % tolerancia
pH 2 pH3
Candida famata PB 2 0.00% 39.13%
Candida sake PB 5 0.00% 55.24%
Candida sake PB 6 1.12% 11.24%
Cryptococcus albidus PB 8 0.00% 0.00%
Cryptococcus magnus PB 9 0.00% 0.00%
Cryptococcus magnus PB 10 0.00% 0.00%
Debaryomyces hansenii PB 11 314.06% 410.94%
Debaryomyces vanrijiae PB 12 116.48% 169.23%
Hanseniaspora sp. PB 13 218.18% 262.12%
Hanseniaspora guilliermondii PB 15 195.70% 219.35%
Hanseniaspora guilliermondii PB 16 501.30% 192.21%
Hanseniaspora uvarum PB 17 0.00% 0.00%
Hanseniaspora uvarum PB 19 1.79% 0.00%
Hanseniaspora uvarum PB 20 0.00% 0.00%
Hanseniaspora uvarum PB 21 0.00% 5.00%
Hanseniaspora uvarum PB 22 0.00% 0.00%
Hanseniaspora uvarum PB 23 0.00% 0.00%
Hanseniaspora vineae PB 26 0.00% 0.00%
Issatchenkia orientalis PB 27 13.16% 10.53%
Kluyveromyces sp. PB 29 5.41% 186.49%
Kluyveromyces lactis PB 30 0.00% 0.00%
Kluyveromyces lactis PB 31 15.91% 52.27%
Kluyveromyces maxianus PB 32 0.00% 4.00%
Metschnikowia pulcherrima PB 33 0.00% 0.00%
Metschnikowia pulcherrima PB 34 4.84% 3.23%
Metschnikowia pulcherrima PB 35 3.17% 3.17%
Metschnikowia pulcherrima PB 36 4.44% 0.00%
Metschnikowia pulcherrima PB 37 1.33% 5.33%
Metschnikowia pulcherrima PB 38 20.27% 60.81%
Metschnikowia pulcherrima PB 39 2.25% 8.99%
Metschnikowia pulcherrima PB 40 14.52% 25.81%
Metschnikowia pulcherrima PB 41 1.43% 13.57%
Metschnikowia pulcherrima PB 42 1.75% 43.86%
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Metschnikowia pulcherrima PB 43 1.30% 71.43%
Metschnikowia pulcherrima PB 44 0.00% 0.00%
Pichia fabiani PB 45 11.29% 117.74%
Pichia kluyveri PB 47 79.22% 188.31%
Pichia kudriavzevii PB 48 53.74% 284.62%
Pichia kudriavzevii PB 49 10.39% 462.34%
Pichia kudriavzevii PB 50 49.38% 642.22%
Pichia kudriavzevii PB 51 47.99% 259.02%
Pichia kudriavzevii PB 52 363.49% 323.08%
Pichia kudriavzevii PB 53 63.01% 550.00%
Pichia kudriavzevii PB 100 22.76% 197.03%
Pichia masmurika PB 54 47.99% 50.62%
Pichia occidentalis PB 56 178.00% 110.89%
Pichia occidentalis PB 57 69.70% 246.46%
Pichia occidentalis PB 58 96.10% 320.00%
Rhodotorula glutinis PB 59 0.00% 0.00%
Rhodotorula glutinis PB 60 0.00% 20.69%
Saccharomyces cerevisiae PB 62 10.98% 71.34%
Saccharomyces cerevisiae PB 66 16.92% 221.54%
Saccharomyces cerevisiae PB 68 184.43% 43.44%
Saccharomyces cerevisiae PB 69 5.26% 185.26%
Saccharomyces cerevisiae PB 76 5.48% 57.53%
Saccharomyces cerevisiae PB 78 4.71% 76.47%
Saccharomyces cerevisiae PB 80 0.00% 26.63%
Saccharomyces cerevisiae PB 86 31.15% 104.92%
Saccharomyces cerevisiae PB 101 29.19% 153.33%
Wickerhamomyces anomalus PB 93 0.00% 38.46%
Wickerhamomyces anomalus PB 94 0.00% 22.12%
Wickerhamomyces anomalus PB 95 0.00% 65.88%
Wickerhamomyces anomalus PB 96 0.00% 56.57%
Wickerhamomyces anomalus PB 97 65.12% 80.58%
Wickerhamomyces anomalus PB 98 271.77% 95.41%
Wickerhamomyces anomalus PB 99 44.54% 73.11%
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM |-745 Sb 21.36% 50.49%

Referencia: Sb: cepa de referencia.
Se resaltan en negrita los aislamientos con un crecimiento notable.

De cuerdo a los resultados, los ensayos de tolerancia a la bilis revelaron que
el 39,39 % (26/66) de las cepas crecieron en presencia del 1 % de sales biliares
con un indice de tolerancia IRbilis= 15 (correspondiente a un crecimiento igual a 5
estrias en el tratamiento respecto al control). Mientras que, el 19,64 % (13/66)
presentd una IRbilis = 10 (crecimiento en 4 de las 5 estriaciones en el tratamiento).
Especificamente, las especies con mayor numero de aislamientos resistentes
(IRbilis = 10) fueron: W. anomalus (7/7: 100 %), P. kluyveri (2/2: 100 %), P.
occidentalis (3/3: 100 %), P. kudriadzevii (7/7: 100 %), M. pulcherrima (9/12: 75 %),
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C. magnus (1/2: 50 %), C. albidus (1/1: 100 %), S. cerevisiae (6/9: 66,6 %), Candida

(2/3: 66,6). Por el contrario, los aislamientos de Hanseniaspora (5/11: 41,66 %) y

Kluyveromyces sp (1/4: 25 %) mostraron poca o ninguna resistencia. (IRbilis <10;

Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Aislamiento de levaduras que muestran resistencia a la bilis (Rlviis = 10 0 15) en presencia de
sales biliares y el correspondiente indice de Resistencia a la Bilis (Rlbiis).

Cepa

Rlpiiis

Especie Especie Cera Rlbiis
Candida famata PB1 IR 15 Candida membranefaciens PB4 IR 10
Hanseniaspora sp PB14 IR15 Cryptococcus albidus PB 8 IR10
Hanseniaspora uvarum PB 22 IR 15 Cryptococcus magnus PB 10 IR 10
Hanseniaspora vineae PB26 IR15 Hanseniaspora guilliermondii PB 15 IR 10
Issatchenkia orientalis PB27 IR15 Hanseniaspora uvarum PB 19 IR 10
Kluyveromyces sp PB28 IR15 Metschnikowia pulcherrima PB 37 IR 10
Metschnikowia pulcherrima PB33 IR15 Metschnikowia pulcherrima PB 38 IR 10
Metschnikowia pulcherrima PB35 IR15 Metschnikowia pulcherrima PB 40 IR 10
Metschnikowia pulcherrima PB36 IR15 Metschnikowia pulcherrima PB 41 IR 10
Metschnikowia pulcherrima PB44 IR15 Metschnikowia pulcherrima PB 42 IR 10
Pichia kluyveri PB46 IR15 Pichia masmurika PB 54 IR 10
Pichia kluyveri PB47 IR15 Saccharomyces cerevisiae PB 65 IR 10
Pichia kudriavzevii PB48 IR15 Saccharomyces cerevisiae PB 72 IR 10
Pichia kudriavzevii PB4S IR15 Saccharomyces cerevisiae PB 87 IR 10
Pichia kudriavzevii PB50 IR15 Saccharomyces cerevisiae PB 88 IR 10
Pichia kudriavzevii PB51 IR15 Wickerhamomyces anomalus PB 97 IR 10
Pichia kudriavzevii PB52 IR15 Wickerhamomyces anomalus PB 98 IR 10
Pichia kudriavzevii PB53 IR15 Wickerhamomyces anomalus PB 99 IR 10
Pichia kudriavzevii PB100 IR15
Pichia occidentalis PB56 IR15
Pichia occidentalis PB57 IR15
Pichia occidentalis PB58 IR15
Rhodotorula glutinis PB60 IR15
Rhodotorula mucilaginosa PB61 IR15
Saccharomyces cerevisiae PB80 IR15
Saccharomyces cerevisiae PB101 IR15
Wickerhamomyces anomalus PB93 IR15
Wickerhamomyces anomalus PB94 IR15
Wickerhamomyces anomalus PB95 IR15
Wickerhamomyces anomalus PB96 IR15
Saccharomyces cerevisiae var. Sb IR 15

boulardii CNCM |-745
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Sobre la base de los resultados, se realizo la seleccion de aquellas levaduras
que presentaron buen crecimiento a pH 2 y 3, que fueron tolerantes a temperaturas
de 37, 39 y 42 °C y que registraron un indice de resistencia a sales biliares de 10
y/o 15. De las 66 cepas evaluadas 15 levaduras cumplieron con dichas

caracteristicas, las cuales se detallan en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Levaduras seleccionadas segun resistencia a la bilis (Rlis), tolerancia a
la acidez (%) y crecimiento a la temperatura 37, 39 y 42 °C.

Aislamiento Nomenclatura IR bilis % tolerancia Crecimiento a
tempg;sturas.
pH 2 pH 3
Hanseniaspora guilliermondii PB15 10 195,70% 219,35% +
Pichia kudriavzevii PB48 15 53,74% 284,62% +
Pichia kudriavzevii PB50 15 49,38% 642,22% +
Pichia kudriavzevii PB51 15 47,99% 259,02 % +
Pichia kudriavzevii PB52 15 363,49% 323,08% +
Pichia kudriavzevii PB53 15 63,01% 550,00 % +
Pichia kudriavzevii PB100 15 22,76% 197,03% +
Pichia masmurika PB54 10 47,99% 50,62 % +
Pichia occidentalis PB56 15 178% 110,89% +
Pichia occidentalis PB57 15 69,70% 246,46% +
Pichia occidentalis PB58 15 96,10% 320,00 % +
Wickerhamomyces anomalus PB97 10 65,12% 80,58% +
Wickerhamomyces anomalus PB98 10 27,77% 95,41% +
Wickerhamomyces anomalus PB99 10 44,54% 73,11% +
Saccharomyces cerevisiae PB101 15 29,19% 153,33% +

Tolerancia a condiciones gastrointestinales simuladas

Como se muestra en la figura 3.4, en general la reduccion de la poblacion
inicial no superd el 30 % luego de la fase duodenal en ninguno de los aislamientos
ensayados. En el presente estudio, los aislamientos mostraron mayor sensibilidad
a las condiciones pancreaticas que a las gastricas, con una disminucién de células
viables entre 1 log10 - 2 log10 (Figura 3.4). Los aislamientos con mayores tasas
de supervivencia al final de la fase duodenal fueron S. cerevisiae PB101 (94,76 %);
P. kudriadzevii PB48, PB51, PB53 y 100 con porcentajes de 85,64; 89,63; 83,01 y
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80,77 %, respectivamente. P. occidentalis PB56 y PBS58, 89,66; 81,75 %,
respectivamente y W. anomalus B97 (80,30 %). En particular, la cepa probidtica de
referencia S. cerevisiae var. Boulardii CNCM [-745 mostré una tasa de
supervivencia del 76,78 %, inferior a la mayoria de los asilamientos de levadura

autoctonos analizados.

Sb
Pb 100
Pb 99
Pb 98

Pb 97
Pb 101
Pb 58
Pb 57
Pb 56
Pb 54
Pb 53

Aislamientos de levaduras

Pb 52
Pb 51
Pb 50
Pb 48
Pb 15

1x100° 1x10? 1x102 1x103 1x104 1x10°% 1x106 1x107 1x108 1x10°

CFU/mL

=3 Ginial = G(T2) == D(T2)

Figura 3.4: Supervivencia (UFC/mL) de final de la fase gastrica (G(T2)) y fase duodenal (D(T2))
respecto al nimero de células inoculadas inicialmente (G inicial).

DISCUSION

Para que un microorganismo sea considerado probiético debe llegar al

intestino grueso de forma viable y funcional. Por lo tanto, las cepas deben sobrevivir
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a las barreras naturales presentes en el sistema gastrointestinal. Asimismo, los
registros existentes indican que la capacidad de las levaduras probioticas para
sobrevivir en el tracto gastrointestinal es variable y depende de la cepa (Binetti et
al., 2013; Fadda et al., 2017). Ademas, la tolerancia de la levadura al estrés
causado por el aumento de la temperatura de crecimiento esta bien descripta para
numerosas cepas de S. cerevisiae (Munna et al., 2015), pero datos similares para
levaduras que no -Saccharomyces se limitan a unos pocos estudios (Piraine et al.,
2023). Dentro de estos estudios muchos autores solo evaluaron el crecimiento a 37
°C (Syal y Vohra, 2012; Agarbati et al., 2020) y, teniendo en cuenta que las
temperaturas elevadas pueden representar un factor limitante para la proliferacion
de levaduras (Gil-Rodriguez et al., 2015; Romero-Gil et al., 2013), consideramos
importante seleccionar candidatos probidticos que sean eficientes y toleren
temperaturas entre 39 (estado de fiebre alta en humanos) y 42 °C (temperatura
considerada hiperpirexia, asociada con un mayor riesgo de infeccién bacteriana
grave, especialmente en bebés pequefios) (Rosenfeld- Yehoshua, 2018). Es
interesante saber que, evaluando estas temperaturas, estas cepas se podrian
implementar como estrategia alternativa al suministrarse bajo un estado febril (sin
que se vea comprometida la viabilidad de las mismas), sintoma comun de
enfermedades asociadas al tracto gastrointestinal.

Por otra parte, algunas levaduras no- Saccharomyces relacionadas con el
vino, crecen mejor a bajas temperaturas, posiblemente debido a la composicion
lipidica de la membrana y a la actividad de las proteinas transmembrana (Torija et
al., 2003; Maturano et al., 2019). Afortunadamente, géneros diversos como
Saccharomyces, Pichia, Debaryomyces, Wickerhamomyces tiene un espectro de
temperatura mas amplio (Figura 3.3). Durante la fase tumultuosa de fermentacién
del vino tinto, las temperaturas pueden alcanzar valores de alrededor de 37-40 °C
(Garcia-Rios et al., 2019). A estas temperaturas, las células de levadura activan la
respuesta de choque térmico y alteran algunos otros componentes de su fisiologia,
incluida la composicion de la membrana y el flujo de carbohidratos (Lindquist, 1986;
Richter et al., 2010; Morano et al., 2012; Pereira et al., 2018). Estos cambios,
propios de las levaduras enoldgicas, sumado a que los aislamientos provienen de
zonas calidas donde las temperaturas durante la maduracion de la uva alcanzan
los 46-47 °C, podrian responder a la buena termotolerancia de estos hongos. Otros

estudios han reportado levaduras con potencial termotolerantes como lo expuesto
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por Psomas et al. (2001), donde se evaludé el crecimiento de las levaduras
Saccharomyces, Candida, Issatchenkia, Debaryomyces, Kluyveromyces 'y
Torulaspora aisladas de heces infantiles y queso feta a diferentes temperaturas. De
acuerdo al estudio,todos los aislamientos de heces infantiles crecieron a 25, 37 y
42 °C y 44 de las 50 levaduras aisladas del queso feta crecieron a 25y 37 °C, y 43
de ellas incluso a 42 °C. Ogunremi et al. (2015) realizaron estudios de
termotolerancia en cepas de Pichia kluyveri, P. kudriavzevii, Issatchenkia orientalis
y Candida tropicalis aisladas de algunos alimentos tradicionales nigerianos, que
mostraron un crecimiento favorable a 37 °C. Por otro lado, Menezes et al., (2020)
aislaron levaduras de una fermentacion de granos de cacao y kéfir brasilefio
pertenecientes a los géneros Kluyveromyces, Saccharomyces, Pichia,
Rhodotorula, Candida y Hanseniaspora, que mostraron buen crecimiento a 37 °C,
con coincidencias en los resultados de crecimentos de los mismos géneros, con
este estudio.

Tal como se menciond previamente, las condiciones del jugo gastrico
resultan una barrera importante o, donde el efecto inhibidor esta estrictamente
relacionado con el pH y la concentracion de acido clorhidrico (Psomas et al., 2001).
El pH del HCI excretado en el estdbmago es 0,9, pero con la presencia de alimentos
el pH aumenta a aproximadamente a un valor de 3, siendo el tiempo promedio de
transito de los alimentos en el estomago de 2 a 4 h (Erkkila y Petaja, 2000). La
presencia de alimentos u otros componentes alimentarios podria amortiguar las
condiciones a las que se someten los probidticos ingeridos, lo que confiere un cierto
efecto protector sobre las células microbianas del estomago (Conway et al., 1987;
Prasad et al., 1998). La resistencia de los microorganismos a la acidez del jugo
gastrico es fundamental para la seleccion de probidticos. Por lo tanto, los valores
de pH de 2 y 3 se consideraron ideales para la selecciéon de cepas de levadura
resistentes a los acidos del tracto Gl.

De acuerdo a Kapteyn et al. (2001) y Lucena et al. (2020) el mecanismo
subyacente para la supervivencia de la levadura en condiciones de pH bajo es la
modificacion de la pared celular de la levadura. Las células de levaduras sometidas
a pH bajos o a acidos inorganicos fuertes como el HCI en el estdmago, disparan un
mecanismo que activa la via de integridad de la pared celular (Chen et al., 2009, de
Lucena et al., 2015), que depende de la transmision de sefiales de las paredes

estresadas a la proteina G de sefializacion Rho1 GTPasa, lo que lleva a la

76


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-krusei
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-tropicalis
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/hanseniaspora

Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

formacion de varios polimeros de carbohidratos utilizados para remodelar la pared
celular (Levin, 2011). Otro mecanismo para resistir el acido inorganico fuerte es una
via de respuesta general al estrés, una respuesta esencial contra cualquier
alteracién, donde la conductancia de la via de la proteina quinasa C es fundamental
(Lucena et al., 2020).

Ademas, en condiciones de pH bajo, la ineficiencia temporal de la via de
deteccion de glucosa en la levadura y la inhibicion del crecimiento son las
principales causas de la reduccion de la actividad de la proteina quinasa A, lo que
libera respuestas generales de estrés y conduce a la remodelacion de la expresion
de genes celulares para adaptarse a la condicion de pH bajo (De Melo et al., 2010;
de Lucena et al., 2015, Lucena et al., 2020). Ademas, el metabolismo del calcio
podria afectar las respuestas de la levadura al pH externo bajo (Brandao et al.,
2014), en el que la eliminacion de Mid1p o Cch1pm, como canales de calcio, es
vital para las células de levadura cuando se someten a estrés por acidos
inorganicos (Claret et al., 2005; De Lucena et al., 2012).

Con respecto al pH, como se mostr6 anteriormente, los recuentos de
levaduras viables en el presente trabajo indicaron generalmente que los
aislamientos tenian mayor tolerancia a pH 3 y mayor sensibilidad a pH 2,
consecuente a la teoria mencionada anteriormente. Levaduras de los géneros
Debaryomyces, Pichia y Wickerhamomyces registraron tasas de supervivencia
moderada a altas (Tabla 3.1). Es bien sabido que estas especies pueden crecer a
diferentes valores de pH extremos y concentraciones de sal debido a la fluidez y
composiciéon lipidica de sus membranas plasmaticas (Turk et al., 2007).0tros
autores también reportaron aislamientos de las especies P. kluyveri, P. kudriadzevii
y W. anomalus como tolerantes al pH acido (Garcia-Hernandez et al., 2012). Se
podria inferir que, dado que la acidez es un factor comun en la elaboracién del vino,
estas levaduras presentan adaptaciones favorables para sobrevivir a esta condiciéon
extrema. Por otro lado, Menezes et al., (2020) informaron que levaduras de los
géneros Kluyveromyces, Saccharomyces, Pichia, Rhodotorula, Candida y
Hanseniaspora aisladas de alimentos fermentados indigenas brasilefos,
fermentacién de granos de cacao y kéfir mostraron alta tasa de supervivencia a pH
2, estos resultados difieren de los presentados ya que la mayoria de los

aislamientos de estos géneros fueron sensibles a este valor de pH.
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Por otra parte, luego de atravesar las barreras presentes en el estbmago,
uno de los principales obstaculos para la supervivencia de la levadura probidtica
son las altas concentraciones de sales biliares y acidos organicos (Alkalbani et al.,
2022). Ademas, Pais et al. (2020) destaco que las enzimas pancreaticas e
hidroliticas, los productos metabdlicos secundarios del microbioma intestinal y el
borde en cepillo epitelial en el intestino delgado, podrian afectar de forma negativa
a la supervivencia de los microorganismos, incluidas las levaduras. Como vimos en
la introduccién, las sales biliares generalmente se generan a partir del colesterol en
el higado y son secretadas en el intestino para contribuir al proceso digestivo
(Aguilar-Ballester et al., 2020). Urdaneta y Casadesus (2017) reportaron que las
sales biliares tienen propiedades detergentes y, efectos antimicrobianos, siendo
dafinas para la microbiota aloctona del TGl, por lo tanto, los probiéticos deben
demostrar tolerancia a la bilis para sobrevivir en el intestino (Kumar et al., 2012).

Otro desafio es el estrés alcalino al que inevitablemente estan expuestos las
cepas de levadura candidatas a probidticos en el tracto intestinal (Alkalbani et al.,
2022). Por ejemplo, S. cerevisiae crece mejor en condiciones de pH acido que en
condiciones alcalinas segun Chen et al. (2009). Estas cepas no proliferan cuando
el pH excede de 8,0 a 8,2 (Canadell et al., 2015). Estudios realizados en cepas de
P. kudriavzevii, W. anomalus y P. kluyveri reportan la resistencia de las mismas a
concentraciones de 0,5 % de bilis de buey (Garcia-Hernandez et al., 2012; Chelliah
et al., 2016; Fernandez-Pacheco et al., 2018), los resultados son comparables con
los alcanzados en este estudio. Diosma et al. (2014) y Moradi et al. (2018)
informaron sobre aislamientos de K. marxianus, S. cerevisiae e Issatchenkia
occidentalis (anamorfo de P. occidentalis) como resistentes a concentraciones de
1 % de sales biliares, no coincidiendo con los reportes del presente trabajo para las
dos ultimas especies dado que presentaron alta sensibilidad.

En la Tabla 3.3 se muestran los 15 aislamientos que mostraron tolerancia a
las condiciones del TGl ensayadas: crecimiento a 37, 39y 42 °C, tolerancia a pH 2
y 3 (crecimiento = cepa control S. cerevisia var. boulardii CNCM |-745) y 1% de
resistencia a sales biliares (IRviis 15 0 10). El crecimiento bajo estas condiciones
estresantes deberia permitir que suficientes células viables ingresen al intestino
delgado asegurando la supervivencia para que logren efectuar su actividad de

manera adecuada.
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Mediante el ensayo de digestion simulada (etapas gastricas y pancreaticas)
se logro analizar la supervivencia de las levaduras autdctonas seleccionadas a lo
largo del camino que deben recorrer para llegar a su sitio de accion. Los principales
factores de estrés fueron previamente ensayados por separado, sin embargo,
resulta necesario someter a las levaduras a estrés continuo de las etapas sucesivas
presentes en el tracto gastrointestinal.

Syal y Vohra (2012) informaron resultados comparables con los presentados
en este trabajo, donde los aislamientos S. cerevisiae mostraron una alta tolerancia
a pH 2 (293 %), mientras que los aislamientos de P. masnhurika fueron mas
sensibles (61 %) después de una exposicién de hasta 3 h durante la prueba
gastrica. Piraine et al. (2023) trabajaron con levaduras aisladas de flores, frutos,
hojas y cervezas de fermentaciéon mixta, pertenecientes a los géneros Pichia,
Hanseniaspora, Saccharomyces, Issatchenkia, Cryptococcus y Candida y no
observaron una disminucion significativa de la viabilidad durante el paso por la fase
gastrica, donde todos los aislamientos presentaron = 93 % de supervivencia
después de la digestion gastrica. Después de la digestion pancreatica, estas tasas
disminuyeron a aproximadamente el 88 % para H. uvarum y el 75 % para P.
kluyveri, porcentajes similares a los obtenidos para los aislamientos de estas
especies en este estudio, siendo la fase mas restrictiva la pancreatica. Bonatsou et
al. (2015) y Cassanego et al. (2017) reportan resultados similares donde la fase
gastrica generalmente no inhibe a las levaduras, tal como se observd en nuestro
estudio. Por otro lado, Merchan et al. (2020) observaron que los aislamientos de los
géneros Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, Yarrowia y Candida fueron mas
restrictivos en la fase gastrica, que duodenal. Ademas, si bien en este estudio se
registré una disminucion mayor al 8 % en la fase gastrica, se evidencié una mayor
sensibilidad en la fase duodenal, esto podria deberse a que la capacidad de
respuesta Optima de las levaduras ante sucesivas exposiciones a estrés va
disminuyendo su capacidad de supervivencia.

El analisis de la viabilidad celular durante la simulacion in vitro del tracto
gastrointestinal es importante, porque esta comprobado que los efectos
relacionados con los probidticos dependen de la dosis, lo que sugiere una dosis
efectiva entre 107-109 UFC/ml por dia (Minelli y Benini, 2008). Ademas, segun los
datos publicados por Pennacchia et al. (2008), se consider6 una tasa de

supervivencia del 70% para la seleccion de cepas de levadura como potenciales
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probidticos. Por lo tanto, los resultados obtenidos sugieren que la concentracion de
células viables después del paso por el tracto gastrointestinal de las levaduras
analizadas es suficiente para que la levadura potencial probidtica ejerza un efecto

positivo en el organismo hospedador.

CONCLUSIONES

e Las levaduras han sido utilizadas en la produccion de vino durante miles de
anos, lo que les ha permitido desarrollar funciones adaptativas para
sobrevivir en un entorno de fermentacion vinicola fluctuante. Estas
adaptaciones no solo se aplican a dicho entorno, sino que también podrian
ser utiles en una amplia gama de ambientes altamente selectivos vy
estresantes, como es el entorno gastrointestinal y los entornos industriales.

e De las 66 levaduras previamente seleccionadas, 15 presentaron las
caracteristicas requeridas. Estas mostraron una alta tolerancia a las
condiciones gastrointestinales al ser sometidas tanto a estrés por separado
como a condiciones de estrés sucesivo, lo cual confirma la hipétesis que las
levaduras de origen enologico presentan aptitudes para tolerar las

condiciones adversas del TGl
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CAPITULO 4

ATRIBUTOS DE LAS LEVADURAS
RELACIONADAS CON LA ADHESION

A continuacion, se presenta un Grafico que resume el Capitulo 3
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Una de las caracteristicas cruciales evaluadas en las cepas candidatas a ser
probidticas es su capacidad para colonizar las células epiteliales del intestino
grueso. En términos generales, se reconoce que los probidticos deben llegar al
intestino y adherirse a las células epiteliales de la pared intestinal antes de poder
ejercer sus efectos beneficiosos, y esta capacidad adherente desempefa un papel
fundamental en la colonizacion transitoria (Fernandez-Pacheco et al., 2018). El
proceso de adhesién microbiana a las células epiteliales implica la interaccidn entre
ambos y depende de la composicion quimica y propiedades fisicas de la superficie
celular de la cepa probidtica. Existen estudios que evidencian que este
comportamiento esta influenciado por el equilibrio de las interacciones
electrostaticas y de Van der Waals en la superficie de destino y que los
componentes extracelulares del microorganismo y la composicion circundante

pueden afectar la adhesion (Boonaert y Rouxhet, 2000; Duary et al., 2011).

La adhesion de los microorganismos a las células epiteliales esta
directamente relacionada tanto con la capacidad de autoagregacion y con las

propiedades hidréfobas de la superficie celular (Kochkodan et al., 2008). La
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capacidad de autoagregacion de las células microbianas asegura que el probidtico
alcance una alta densidad celular en el intestino, contribuyendo al mecanismo de
adhesion. Simultaneamente, la hidrofobicidad de la superficie celular facilita una
interaccidn mas efectiva entre el microorganismo y las células epiteliales humanas
(Lugea et al., 2000).

La hidrofobicidad superficial en mamiferos, incluyendo humanos, es
especialmente alta en la parte superior de la mucosa gastrica y el colon (Lugea et
al., 2000). Esto se atribuye a la capa de fosfolipidos tensioactivos que recubre la
parte superior del moco que protege el epitelio (Farhadi et al, 2003). La
hidrofobicidad, como caracteristica fisicoquimica de la superficie celular
microbiana, involucra la mediacion de una proteina de superficie celular, facilitando
una interaccion no especifica entre las células microbianas y las células huésped
(Willaert, 2018; Hirayama et al., 2012). Para evaluar la hidrofobicidad de la
superficie celular de levaduras recién aisladas, se requiere el uso de diferentes
hidrocarburos, como n-hexadecano, xileno y octano, para simular la eficiencia de

adhesion en el epitelio intestinal.

La propiedad de autoagregacion se define como la capacidad de las cepas
de levadura para unirse entre si y producir fléculos como una respuesta de
supervivencia, lo que les confiere una ventaja competitiva frente a otros
microorganismos, incluidos los patdégenos bacterianos entéricos, especialmente en
condiciones adversas en el tracto gastrointestinal humano (Gut et al., 2019). Esta
capacidad es esencial para los probiéticos seleccionados. Ademas, la formacién de
agregados celulares amplia la proteccion celular en entornos adversos (Suvarna et
al., 2018). Dado el mayor tamafo y peso de las células de levadura en comparacion
con las bacterias, tienden a sedimentarse mas rapidamente y en mayor proporcion
(de Lima et al., 2017).

La autoagregacién de las cepas de levadura se asocia con la promocion de
la colonizacion en el intestino humano, la inmunomodulacién de la mucosa coldnica
y la prevencion de infecciones patdgenas (Isenring et al., 2021;). Las células
epiteliales intestinales, cubiertas por la capa mucosa del glicocalix, contienen
electrolitos, inmunoglobulinas, glicolipidos y proteinas glicosiladas (mucinas) con

residuos de glucidos (Monteagudo-Mera et al., 2019). La propiedad de adhesion se
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atribuye a ciertas proteinas de la superficie celular, conocidas como 'floculinas' o
'‘adhesinas’, presentes en la superficie de las células de levadura que se unen a
residuos de glucidos, como en las mucinas de las células epiteliales o ciertos

aminoacidos en la superficie de otras células (Verstrepen et al., 2006).

La autoagregacion, o 'floculacion’, en levaduras es un fendmeno complejo
que ocurre principalmente después del agotamiento del glucido durante las fases
exponencial o estacionaria (Gil-Rodriguez et al., 2015). En estas circunstancias, la
autoagregacion se ve influenciada por diferencias en la composicién de la pared
celular, la presencia y tipo morfolégico de apéndices celulares, asi como

macromoléculas que sobresalen de la pared celular (Stewart, 2018).

Ademas de la autoagregacion, la hidrofobicidad desempena un papel
crucial en la capacidad de adhesion y colonizaciéon de los probioticos en las células
epiteliales del tracto gastrointestinal humano, con impactos profilacticos y
terapéuticos que previenen la colonizacion de patdogenos mediante sus
interacciones (Liu et al., 2020; Somashekaraiah et al., 2019). La afinidad de los
microorganismos por la adhesion puede variar segun el tipo de superficie
(Krasowska et al., 2014), por ende, las células con altas propiedades hidrofébicas
se adhieren mas fuertemente a las superficies hidrofobicas (Kochkodan et al.,
2008).

Una biopelicula o biofilm es un consorcio de microorganismos en el que
las células se adhieren entre si y, a menudo, también a una superficie: las células
estan incrustadas y protegidas dentro de una matriz extracelular que esta
compuesta de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) producidas por los
mismos microorganismos involucrados (Sardi Jde et al., 2014; Speranza y Corbo,
2017). Debido a la formacién de estos polimeros organicos, el aglomerado de
células se vuelve lo suficientemente grande como para atrapar desechos organicos
e inorganicos, nutrientes y otros microorganismos, lo que conduce a la formacién
del biofilm microbiano maduro. El biofilm puede estar formado por una o varias
especies, incluidas células que funcionan activamente o inactivas: la tendencia a
adherirse a las superficies es, de hecho, un proceso que ocurre naturalmente y
potencialmente podria formarse de cualquier tipo de microorganismos, incluidos

aquellos que causan deterioro y enfermedades (McLean et al., 1994).
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El biofilm formado por hongos (tanto levaduras como hongos filamentosos)
siempre han sido de gran interés y se han descripto varias especies como capaces
de crecer en comunidades (Costa-Orlandi et al., 2014; Sardi Jde et al., 2015),
incluidas especies patdégenas. La mayoria de los estudios se han realizado en
especies de Candida (Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis 'y C. tropicalis)
con potencial patogenicidad en experimentos in vitro e in vivo (Seleem et al., 2016;
Khoury et al., 2020; Carradori et al., 2022). Otros estudios han reportado la
formacion de biofilm por cepas de levadura Saccharomyces (Bojsen et al., 2012),
Cryptococcus (Ajesh y Sreejith, 2012), Malassezia (Bumroongthai et al., 2016),

Trichosporon (lturrieta-Gonzalez et al., 2014) y Fusarium (Peigian et al., 2013).

El desarrollo de biofilm es muy complejo y se ve afectado por diversas
variables, como las condiciones ambientales (pH, disponibilidad de nutrientes,
temperatura, proteinas/adhesinas del huésped, dinamica de fluidos), morfologias
de la superficie (quimica, topografia, fisicoquimica) y factores microbiologicos
(forma microbiana, estructura, composicién molecular, especies, fisicoquimica, fase
de crecimiento, capsulas o sustancias exopoliméricas, etc.). Algunos factores como
la temperatura, el pH y la composicion del medio tienen efectos importantes en la

conversion de células plancténicas a la forma sésil (Speranza y Corbo, 2017).

Especificamente, el ecosistema del vino proporciona un nicho ecoldgico en
el que las presiones bidticas, en forma de interacciones ecoldgicas, alteran
significativamente la trayectoria evolutiva de las levaduras participantes (Conacher
et al, 2019). Sumado a esto, varias especies que participan del proceso
fermentativo enoldgico presentan propiedades de hidrofobicidad, produccion de
exopolisacaridos y/o formacion de biofilm, caracteristicas especiales que les
permiten adherirse mejor a la superficie de la uva, ademas de crear una barrera
protectora contra otros microorganismos y/o factores fisicoquimicos adversos
(Renouf et al., 2005). Ademas, el ambiente fermentativo del vino no solo aporta un
entorno fisico-quimico estresante para las levaduras ya que también podria
considerarse como un excelente modelo para examinar el efecto de las
asociaciones microbianas de un producto fermentado (Zilelidou y Nisiotou, 2021).
El contacto fisico célula- célula de levadura parece ser otro modo de interacciéon a
través de las cual ciertas especies de levadura pueden regular la presencia y
persistencia de otras especies (Kemsawasd et al., 2015; Petitgonnet et al., 2019).
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Es por ello que el objetivo de este capitulo fue evaluar propiedades
relacionadas con la adhesion, estas caracteristicas no se consideran requisitos
mutuamente excluyentes. Por tanto, se evalud la capacidad de hidrofobicidad,
autoagregacion, y formacion de biofiim de 15 levaduras que mostraron ser

bioseguras y tolerantes a las condiciones presentes en el tracto gastrointestinal.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Tal como se observa en la tabla 3.3, los 15 aislamientos de levaduras fueron

seleccionados de acuerdo con los siguientes parametros:

1- Rasgos de bioseguridad: actividad hemolitica y ureasa negativa, resistencia a

antibacterianos (ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10, rifampicina 20,
tetraciclina 80, cloranfenicol 60ug/mL) y sensibilidad al menos a 4 antifungicos
ensayados (ketoconazol 50, clotrimazol 10, fluconazol 10, itraconazol 10,
miconazol 50, nistatina 100 pg/mL). Supervivencia mayor al 90% en larvas de

G. mellonella.

2- Tolerancia a las condiciones del tracto gastro-intestinal: Crecimiento a 37, 39 y

42 °C, resistencia a valores de pH acidos (2 y 3) y sales biliares (1%).

Evaluacion de propiedades relacionadas con la adhesion

Hidrofobicidad

La capacidad hidrofoba de las levaduras se evalud indirectamente como la
capacidad de las células para unirse al xileno. Los ensayos se realizaron segun el
protocolo de Gong et al. (2012) con modificaciones: las levaduras previamente
activadas, se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min y se lavaron 3 veces con
solucion buffer PBS. Se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en
solucion PBS. Los tubos con un volumen final de 9 mL a una concentracion de 5 x
107 UFC/mL de cada levadura se midieron espectrofotométricamente a 600 nm.
Posteriormente se anadio el hidrocarburo a la suspension en una proporcion de 1:3
(xileno: suspension de levadura). Las muestras se agitaron durante 2 min y se

dejaron en condiciones estaticas durante 1 h a 37 £ 1°C y se midi6 la capacidad del
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xileno para atrapar células. El indice de hidrofobicidad (H) se calcul6 segun lo

descrito por Collado et al. (2008) mediante la siguiente férmula:
H% = [(Ao- A) / Ao] x 100

donde Aoy A son las absorbancias antes y después de la extraccion con

solventes organicos, respectivamente.

Autoagregacion

La autoagregacion (Au) se realizd segun la metodologia reportada por
Ogunremi et al. (2015) con modificaciones. Las levaduras se activaron en caldo
YEPD durante 24 h a 37 £ 1°C a 150 rpm, se cosecharon mediante centrifugacion
a 3000 rpm durante 15 min a4 + 1°C y se lavaron 2 veces con solucion buffer PBS.
Las células se resuspendieron en solucion buffer PBS a una concentracion de
5x107 UFC/ mL con un volumen final de 30 mL en tubos Falcon de 50 mL,
posteriormente se agitaron durante 10 s y se incubaron a 37+ 1 °C. La absorbancia
se midio a 600 nm después de 0, 2, 4 y 24 h extrayendo la muestra de la capa de

suspension superior (2,5 mL). La autoagregacion se calcul6 de la siguiente manera:
Autoagregacion: Au (%): 1- (At/ Ai) * 100

donde At es la absorbancia en el tiempo de lectura y Aies la absorbancia inicial
del ensayo.

Formacion de biofilm

La formacion de biopeliculas se evaluo siguiendo el protocolo de Rizicka et
al. (2007) con modificaciones. Las levaduras previamente activadas se
suspendieron en agua hasta alcanzar una concentracion de 1x108UFC/ mL. Se
afiadio un volumen de 200 pL de cada suspensioén de levadura en caldo YEPD (37+
1°C, 28 h) a una microplaca de 96 pocillos. Se utilizé caldo YEPD sin inoculacién
de levadura como control negativo. Después del periodo de incubacion, se elimind
el medio y los pocillos se enjuagaron 2 veces con PBS y se dejaron secar. La capa
de biopelicula adherida a las paredes del pozo se tifié con 200 uL de una solucion
de cristal violeta al 1 % durante 30 min y se enjuagd dos veces con agua destilada.
El colorante adjunto se eluydé con 200 uL de etanol al 96 %. Se colocaron 100 pL

de la solucion en una microplaca nueva y se midio la absorbancia de cada pocillo
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a 620 nm. La formacion de biopelicula se confirmé cuando la absorbancia fue mayor
que la del control negativo mas 3 veces su desviacion estandar correspondiente
(YEPD+(2+ DE)).

Analisis de datos

Cada ensayo se realiz6 de forma independiente por ftriplicado y los
resultados representan el promedio de las tres determinaciones con la desviacion
estandar correspondiente (+ DE). Los datos experimentales se procesaron con
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para supuesto
de normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianza. Las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey y los
resultados se consideraron significativos si el valor de p asociado era < 0,05. Para
analizar los datos no paramétricos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba
de Friedman equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas. Para todas

las pruebas se utilizé SPSS version 19.0, Statistics R 3.6.2. y Graphpad Prism 9.4.1.

RESULTADOS
Propiedades relacionadas con la adhesién

Hidrofobicidad

Las levaduras seleccionadas mostraron resultados de hidrofobicidad muy
variables, desde 1,05 % a 79,67 %. La afinidad de S. cerevisiae var. boulardii CNCM
I-745 (cepa de referencia) hacia xileno fue del 35 %. Las cepas de P. kudriadzevii
(PB50, PB51, PB52, PB53, PB100) y W. anomalus (PB97) mostraron los valores
mas altos (>43 %). Los aislamientos de Hanseniaspora guilliermondii (PB15) junto
con P. kudriavzevii (PB 48) y P. masmurika PB54, P. occidentalis PB56, y PB58
mostraron porcentajes de hidrofobicidad inferiores al 25%, mientras que el
aislamiento S. cerevisiae PB101 registr6 valores practicamente nulos. Los
aislamientos de W. anomalus PB98 y 99 tuvieron comportamientos distintos, con

porcentajes del 25% y casi nulo, respectivamente (Figura 4.1).
Autoagregacion

Se encontraron diferencias significativas entre los valores de autoagregacion

(Au %) al inicio (después de 2 y 4 h) y al final del ensayo (24 h) (p< 0,05). Mientras
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qgue no hubo diferencias significativas después de 2 hy 4 h (p < 0,05). Después de
2 h, 4 especies de levaduras (PB 48, PB56, PB58 y PB101) demostraron valores
superiores al 35 %, mientras que el resto obtuvo valores inferiores al 20 %, sin
cambios significativos después de 4 h. Se observo un aumento entre 68 % y 94 %
para todos los aislamientos después de 24 h de incubacién (Figura 4.1). Los
resultados obtenidos muestran que el Au % entre 2 y 4 h fue variable dependiente
de la cepa, pero alcanzaron valores estables similares a las 24 h. Es de destacar
que todas las cepas del género Pichia obtuvieron porcentajes superiores al 90 %

junto con P. kudriadzevii PB100 y la cepa de referencia (Figura 4.1).

Considerando ambos parametros evaluados, no se observd correlacion
entre Au % e hidrofobicidad (r = 0.15; p > 0.05), aunque las cepas P. kudriadzevii
PB50, PB51, PB52, PB53, PB100 y PB97 mostraron valores altos de hidrofobicidad
y Au % (Figura4.1).
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Figura 4.1: Porcentaje de autoagregacion (Au%) a las 2, 4, 24 h de incubacién; porcentaje
de Hidrofobicidad (H%) de ailamientos con potencial probiotico seleccionados y de cepa de
referencia Saccharomyces cerevisiae var. boulardii CNCM [-745 (Sb).
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Formacion de biofilm.

Para este ensayo, se establecié el valor umbral para la formacién de biofilm
en Abs 620=0,102, de acuerdo con el valor registrado para el control negativo
(Razicka et al., 2007). Se observaron diferencias significativas en la produccion de
biofilm entre las diferentes cepas (p <0,05). La cepa probidtica de referencia, S.
cerevisiae var. boulardii CNCM 1-745, podria considerarse productora pobre de
biofilm (como lo reportan para cepas de la misma especie Zullo et al. (2019)) junto
con las cepas PB98, PB15, PB99 y PB101), mientras que PB100, PB50 y PB53
mostraron la mayor capacidad de formacion de biofilm. Los aislamientos restantes
mostraron una capacidad de produccién moderada (Figura 4.2). En cuanto a la
correlacion entre los parametros relacionados con la adhesion, no se observo
correlacion entre la formacion de biofilm y el % de Au (r = 0,44; p > 0,05), pero si

entre la formacion de biofilm y la hidrofobicidad (r = 0,66; p < 0,05).
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Figura 2: Capacidad de formacion de biopeliculas (Abs 620 nm) de aislamientos de levadura
autéctonos, control negativo (YEPD + 3SD) y cepa de referencia probidtica Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii CNCM [-745 (Sb).
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DISCUSION

Ademas de tolerar las condiciones del transito gastrointestinal superior, otro
desafio para un microorganismo probidtico eficaz es adherirse, al menos
temporalmente, a las células del intestino grueso (colén). La adhesion a las células
epiteliales intestinales es un prerrequisito importante para la colonizacion de cepas
probioticas en el tracto gastrointestinal, ya que esto evita su eliminacion inmediata
por peristaltismo y proporciona una ventaja competitiva en este ecosistema
(Ouwehand et al., 1999; Kos et al., 2003). Por lo tanto, resulta importante evaluar
la hidrofobicidad, la autoagregacion y la capacidad de formacién de biopeliculas.

La hidrofobicidad de la superficie celular se considera un factor importante
en la adhesion y proliferacion de microorganismos en las células epiteliales
intestinales (Sourabh et al., 2011). La hidrofobicidad en el presente estudio fue muy
variable, oscilando entre 1,05 % y 79,67 % para las levaduras seleccionadas. Estos
resultados son comparables con los informados por Binetti et al. (2013) ya que
reportaron valores cercanos al 80% para cepas de P. kudriadzevii. La adhesion es
un rasgo complejo que generalmente involucra un proceso de varios pasos con
interacciones electrostaticas y fuerzas hidrofobicas, que involucra interacciones
especificas entre las caracteristicas fisicas y quimicas de la superficie microbiana

y la mucosa intestinal (Menezes et al., 2020).

Numerosos autores han informado que una hidrofobicidad del 30 al 40 %
permitiria a los probi6ticos interactuar con el moco y realizar una adhesion al menos
temporal (Abdulla et al., 2014, llavenil et al., 2016; Sidira et al., 2015). Por lo tanto,
las levaduras del presente estudio con valores mas altos podrian considerarse
hidrofébicas, P. kudriadzevii (PB50, PB51, PB52, PB53, PB100) y W. anomalus
(PB97).

En cuanto a la propiedad de Au (%) los resultados obtenidos muestran que
el % de Au entre 2 y 4 h fue variable y dependiente de la cepa, sin embargo,
después de 24 h, las especies seleccionadas alcanzaron valores estables similares.
Es de destacar que todas las cepas del género Pichia y la cepa de referencia
obtuvieron porcentajes superiores al 90 %. De Acuerdo a Menezes et al. (2020), los
valores de Au% < 30 se consideran bajos, 30-60 intermedios y > 60 altos, por lo
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tanto, se indica que todas las cepas de levadura analizadas presentaron valores
altos de Au % (>60%).

Amorim et al. (2018) evaluaron aislados de levadura de Saccharomyces,
Kluyveromyces y Debaryomyces y reportaron un comportamiento similar al de las
levaduras en este estudio: un valor de % de Au < 16 después de 2 h de incubacion
que aumenté a > 96 después de 24 h. Por otro lado, Bonatsou et al. (2018)
evaluaron la autoagregacién en cepas de Rhodotorula, Pichia, Candida,
Metschnikowia y Saccharomyces entre otras, las cuales fueron aisladas de la
fermentacién de aceituna de mesa Kalamata, e informaron que 20 de 38 cepas,
mostraron un alto % de Au con valores medios que oscilan entre 72 y 91 % dentro
de las primeras 4 h de incubacion; es decir porcentajes superiores a los obtenidos
en este trabajo. Después de 24 h, sus resultados coincidieron con los resultados
obtenidos y 34/38 de las cepas de levadura mostraron Au % >90.

Como se menciond previamente, las levaduras de ambientes vitivinicolas
muestran ciertas adaptaciones evolutivas al ambiente estresante del vino. La
floculacion (relacionada con la presencia de genes FLO) es un tipo de interaccién
célula- célula que resulta en agregados celulares (Conacher et al., 2019), siendo
un mecanismo central en la organizacién estructural de las comunidades de
levaduras (Honigberg, 2011), asi como un mecanismo protector en situaciones de
estrés en las que las células internas estan protegidas por las externas (Smukalla
et al., 2008, Conacher et al., 2019). Se puede inferir que los altos valores de % de
Au de las cepas de este estudio se deben a la presencia de esta caracteristica
adaptativa en las comunidades microbianas de ambientes vitivinicolas.

Cabe senalar que no siempre se ha detectado una buena correlacion entre
hidrofobicidad (ensayos in vitro) y adherencia intestinal (ensayos in vivo) (Martins
et al., 2009, Kourelis et al., 2010, Binetti et al., 2013, Perricone et al., 2014) y que
el porcentaje de Au se ha asociado mas con la adherencia intestinal. La
composicidn de la pared celular afecta la hidrofobicidad y las propiedades del % de
Au, lo que explica porqué ciertas cepas de levadura tienen una cinética de
eliminacion relativamente mas lenta en el tracto gastrointestinal (Rodriguez et al.,
2018; Van Mulders et al., 2010). Por lo tanto, una buena capacidad de Au a pesar
de bajos valores de hidrofobicidad pueden predecir la propiedad de adhesion de los

aislamientos (Sourabh et al., 2011).
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En el norte de la Patagonia, Argentina, se realizaron experimentos de la
formacion de biopeliculas por cepas de levaduras epifitas de peras después del
almacenamiento en 2 camaras frigorificas diferentes, los resultados mostraron que
los aislamientos del género Pichia eran pobres formadores de biofilm, lo que difiere
a los resultados registrados en este trabajo para las levaduras de este género (Lutz
et al., 2013). Recientemente, se han reportado la presencia de levaduras
formadoras de biofilms como Candida spp. y Pichia spp. (género con mejor
produccion en el presente estudio) en aceite de oliva por Santona et al. (2018), las
cuales se creen que pueden contribuir positivamente a la fermentacion y
maduracion de la aceituna (Camiolo et al., 2017; Porru et al., 2018).
Especificamente, la manifestacion visual es la formacion de un velo sobre toda la
superficie del vino se ha atribuido a la formacion de biofilm por parte de especies
como P. membranifaciens, géneros con los que se trabajoé en este estudio y que
coincide como productor de biofilm (Zara et al., 2020).

La colonizacion intestinal por microorganismos suele estar precedida por una
adhesion a la mucosa intestinal que conduce a la formacion de biofilm y estos
fendmenos (adhesién y formacion de biofilm) estan correlacionados positivamente
(Arévalo-Villena et al., 2017). En una revision sobre el establecimiento y desarrollo
de la microbiota intestinal, Macfarlane y Dillon (2007) describen el mecanismo y la
importancia de la formacion de biofilm tanto en la superficie como en la luz intestinal.
Los microorganismos necesitan resistir las fuerzas producidas por el arrastre del
flujo de material en la luz intestinal para evitar la eliminacion fisica de las superficies
epiteliales mediante movimientos peristalticos intestinales (Ihiguez-Palomares et
al., 2010). La capacidad de formar biofiim estd muy extendida en numerosas
especies de levaduras relacionadas con la elaboracion del vino. Esta formacion
resulta una estrategia para colonizar y sobrevivir en la superficie de la uva y en la
bodega, proporcionando resistencia a los agentes antimicrobianos y desinfectantes
de uso comun, a las temperaturas extremas, a bajo pH y a las diferencias de
osmolaridad (Perpetuini et al., 2021; Eldarov et al., 2021). Por lo tanto, los ensayos
in vitro sobre el desarrollo de biofilm pueden proporcionar informaciéon sobre la
capacidad de las levaduras seleccionadas para colonizar el intestino humano (di
Cagno et al., 2020).
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Aunque este mecanismo se da frecuentemente en las interacciones entre
levaduras en el vino, su importancia es objeto de debate (Conacher et al., 2019).
No obstante, la idea de que las levaduras provenientes de ambientes fermentativos

poseen adaptaciones las convierten en prometedoras candidatas probiéticas.

Ademas del contacto fisico, se ha planteado la hipotesis de que ciertas
moléculas, como los alcoholes aromaticos (triptofol), son moléculas que participan
del quorum sensing, un modo de interaccion basado en la comunicacién celular, es
decir que pueden controlar las poblaciones de levaduras a través de la sefalizaciéon
celular (Valera et al., 2019; Gonzalez et al., 2018).

CONCLUSIONES

En relacién con los resultados de Au %, hidrofobicidad y formacion de biofilm
determinados en el presente trabajo, son consideradas propiedades importantes
que contribuyen a la adhesion, sin embargo, no son excluyentes, dado que los
microorganismos probidticos también pueden actuar de forma libre. Por lo tanto, los
15 aislamientos de levaduras autdoctonas evaluados en este estudio, necesitan

estudiarse mas a fondo para considerarlos como candidatos a probidticos.
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CAPITULO 5

PROPIEDADES BENEFICAS
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INTRODUCCION

La seleccidon de candidatos probioticos incluye un largo camino de
numerosas etapas de investigacion in vitro. La razon principal de emplear una cepa
probidtica es proporcionar beneficios para la salud de los consumidores, prevenir
el desarrollo de complicaciones clinicas de una infeccion o incluso complementar
los enfoques médicos modernos en el tratamiento de algunas enfermedades
(Rwubuzizi et al., 2023). Por tanto, el cribado preliminar y la evaluacion de las
principales propiedades funcionales benéficas especificas como “candidatos

probidticos” son de vital importancia (Rwubuzizi et al., 2023).

Luego de superar puntos criticos claves de seleccion preliminar in vitro,
expuestos en los capitulos previos, tales como confirmacion de seguridad de las
cepas y adecuacion, adaptacion y supervivencia a las condiciones del tracto
gastrointestinal (humana), el siguiente punto clave de seleccion es la expresion de
propiedades que puedan asociarse con un efecto positivo en el bienestar del
huésped (Rwubuzizi et al., 2023).

El rango de propiedades benéficas a estudiar es amplio, variable y existe
vasta bibiliografia relacionada al grupo de bacterias probidticas, los cuales van
desde la prevencion y/o el tratamiento de la diabetes, el asma, enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell) (Kocsis et al., 2020, Mueller y Lorentz, 2022, Wu et al.,
2022), prevencion de calculos renales (Klimesova et al., 2015), efecto inhibidor
sobre la melanogénesis (Huang et al., 2012), prevencion de obesidad (An et al.,
2011), mitigacion de autismo (Navarro et al., 2016), mitigacion de alzhéimer
(Kobayashi et al., 2019), propiedades anticarcinogénicas (Altonsy et al., 2010) entre
muchas otras.

El mercado de productos biofuncionales necesita continuamente la
implementacion y diversificacion de los productos disponibles. Para ello, un numero
creciente de estudios cientificos ha implicado la seleccion de nuevas cepas con
propiedades funcionales diferentes y especificas, y se asocian nuevos grupos
microbianos a estas caracteristicas. Ademas, si bien el mercado actual de
probidticos ofrece una amplia gama de productos (de origen bacteriano) los
probiéticos de levadura estan ganando cada vez mas interés, tanto en la
investigacion como en el consumo (Staniszewski y Kordowska-Wiater, 2021). El
creciente interés por los probidticos de levadura se debe a su amplia aplicabilidad
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en la industria alimentaria y a sus propiedades distintivas aplicadas al tracto
digestivo (Staniszewki y Kordowska-Wiater, 2021; Vergara et al., 2023a).
Especificamente, las levaduras Saccharomyces y no- Saccharomyces se
convirtieron en candidatos probidticos prometedores durante la ultima década.
Estos microorganismos generalmente se aislan de fuentes no convencionales para
probidticos, tales como alimentos y bebidas fermentados tradicionales, verduras,
jugos de frutas, frutas frescas y cereales (Rodriguez Machado et al., 2024;

Fernandez-Pacheco et al., 2021).

Los estudios sobre propiedades benéficas que pueden ofrecer los
candidatos de levaduras a probidticos son mas acotados. Algunos criterios de
seleccidon propuestos por los autores estan relacionados con los efectos como la
produccion de vitaminas y/o enzimas (esterasa, proteasa o lipasa) que favorecen
la digestidn, la actividad antioxidante, el efecto antagonista contra patégenos y la
reduccion de los niveles de colesterol en el torrente sanguineo (Silva et al., 2011,

Ogunremi et al., 2015a, Fernandez-Pacheco et al., 2021, Simoes et al., 2021).

Otra propiedad interesante es la actividad B-glucosidasa, como un rasgo
importante en la nutricion por su capacidad para catalizar la hidrdlisis de varios -
glucanos que se encuentran en varios cereales (Seng et al., 2014; Serventi et al.,
2020). Ademas, contribuyen con la liberacion de compuestos fendlicos, que ejercen
actividad antioxidante. Por otro lado, las células de levadura pueden hidrolizar
proteinas mediante la accion de las proteasas (Mirzaei et al., 2021). Estas
contribuyen a la descomposicién de proteinas, generando estructuras mas
pequenas, como péptidos bioactivos con diversas propiedades, incluidos efectos
antihipertensivos, inmunomoduladores, opioides, antimicrobianos y antioxidantes

(Esteve-Zarzoso et al., 1998).

Por otra parte, dadas las tendencias dietéticas actuales de consumir
alimentos con alto contenido en grasas saturadas (Espejo-Venegas et al., 2022),
se vuelve imprescindible la busqueda de microorganismos con produccion de
enzimas lipasas las cuales desempefian un papel crucial en la digestion de los
triglicéridos, descomponiéndolos en productos mas pequefios como acidos grasos
libres y glicerol, y, de esta manera, complementar la accién de las lipasas propias

del ser humano.
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En condiciones fisiolégicas normales, las células de levadura poseen
diversos mecanismos de defensa frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS)
generados durante el metabolismo respiratorio para mantener en niveles no toxicos
y/o reparar el dano celular (Franga et al., 2007; Herrero et al., 2008; Vergara et al.,
2023a). Las defensas enzimaticas incluyen la actividad catalasa (Cta1
peroroxisomal y Ctt1 citoplasmatica). Estas enzimas desempefian un papel en la
proteccion de la actividad de las proteinas contra el dafio oxidativo mediante la
reparacion de proteinas modificadas quimicamente o la modulacién del estado
redox de los grupos sulfhidrilo de las proteinas (Gomez-Pastor et al., 2010;
Gamero-Sandemetrio et al., 2014; Okada et al., 2014).

Durante los ultimos anos, ha aumentado la conciencia sobre la relacion entre
el colesterol y el riesgo de desarrollar enfermedades coronarias (Psomas et al.,
2003). El hipercolesterolemia, un factor importante en las enfermedades
cardiovasculares, contribuye hasta el 45% de la incidencia de infarto de miocardio
(Kumar et al., 2012). Un estudio ha revelado que una disminucion del 1% en el
colesterol resulta en una reduccion del 2-3% en el riesgo de enfermedades
cardiovasculares (Manson et al., 1992). En este contexto, la capacidad de los
probioticos para reducir el colesterol se ha convertido en un area de investigacion
relevante, considerando el limitado éxito de los farmacos actuales (Kumar et al.,
2012).

Por otra parte, la actividad antimicrobiana contra patégenos
gastrointestinales es un rasgo muy buscado en cepas potencialmente probidticas.
La resistencia de patégenos a los antibiéticos comunes es actualmente una seria
amenaza para la salud global, resultando en una morbilidad y mortalidad
significativa a nivel mundial (Wang et al., 2020). El uso excesivo de antibidticos y
su suministro inadecuado han llevado a la aparicién y propagacién de patdégenos
resistentes y multidrogorresistentes tanto en entornos nosocomiales como
comunitarios (Bonnet et al, 2019). Por lo tanto, a lo largo de los afnos, los
tratamientos antibacterianos resultan menos efectivos debido al impacto negativo

de los antibidticos en la microbiota intestinal normal (Gut et al., 2018).

En comunidades microbianas complejas, los microorganismos co-existentes

pueden recurrir a la produccidon de compuestos antimicrobianos para la
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supervivencia y/o se ven comprometidos a competir por los recursos finitos (Mullis
et al., 2019). En este contexto, se ha observado de manera in vitro e in vivo la
competencia por nutrientes y sitios de adhesion en la mucosa del huésped, asi
como la induccién de respuestas proinflamatorias para la eliminacién de patégenos
(Walsham et al., 2016; Tuo et al., 2018).

Una de las principales ventajas de las levaduras probidticas frente a las
bacterias probidticas es que las primeras no se ven afectadas por los
antibacterianos  generalmente  administrados para tratar infecciones
enteropatégenas y, por lo tanto, pueden utilizarse como terapia complementaria. A
diferencia de las bacterias, las levaduras no propagan genes de resistencia a
antibiéticos y no se han encontrado reportes de su translocacion (Sen y Mansell,
2020). Ademas, las levaduras tienen la capacidad de reducir la adherencia de
patdgenos a las superficies mucosas y, existen antecedentes que indican su papel
positivo en enfermedades causadas por un cambio en la microbiota intestinal

saludable, como las enfermedades inflamatorias intestinales (laniro et al., 2014).

En particular, la presencia de levaduras probidticas en el tracto
gastrointestinal puede ejercer antagonismo contra  microorganismos
enteropatdgenos, tanto de manera directa como indirecta. El antagonismo directo
tiene lugar mediante la adhesion a las células epiteliales efectuando la exclusién
competitiva de sitios de unién o nutrientes, impedimento estérico y/o colonizacion
temporal. De manera indirecta, actian mediante la produccién de compuestos
bioactivos, como acidos organicos, etanol, toxinas killer, biosurfactantes y péptidos
bioactivos y pueden tener un efecto antimicrobial contra otros microorganismos. En
cambio, el antagonismo indirecto puede ocurrir mediante la modulacién del sistema
inmunoldgico, induciendo vias de sefalizacion proinflamatorias y antiinflamatorias

(Gonzalez-Orozco et al., 2022).

Las complicaciones asociadas con el estudio de la adhesion bacteriana in
vivo han impulsado el desarrollo de sistemas modelo in vitro para investigar
preliminarmente cepas adherentes (Vesterlund et al., 2005). Este desarrollo es
aplicable a la seleccién de levaduras probidticas. Estos modelos se fundamentan
en la adhesion a lineas celulares de cultivo de tejidos, como Caco-2 y HT-29, que

se diferencian y asemejan a los enterocitos del intestino delgado humano, asi como
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al moco intestinal humano (Ouwehand et al., 2003). Particularmente, las células
Caco-2, son una linea celular adherente bien diferenciada, se emplean para evaluar
la adhesibn de microorganismos intestinales, estudios de transporte
transmembrana y analisis de invasién de patdgenos bacterianos (Kieps et al.,
2023). Se prefiere el cribado de aislamientos basado en el porcentaje de adhesion
a células HT-29 y Caco-2, ya que simula condiciones in vivo (Duary et al., 2011).
Por ende, estudiar el comportamiento de las cepas candidatas probidticas respecto
a las propiedades relacionadas con la adhesion y actividad antagonica se
consideran criterios de seleccion importantes. Como se mencion6 en el capitulo
anterior, si bien el criterio de estudio y seleccion a través de las propiedades
relacionadas con la adhesion son importante, no debe considerarse excluyentes.
Un mecanismo de accion antagdénico comprobado de los probidticos levurianos es
evitar que ciertos patdégenos se adhieran a las células epiteliales intestinales
adhiriéndose primeramente a estos ocupando asi sus sitios de unién (Andrade
Carvalho et al., 2021), siendo este eliminado con la ayuda de la levadura si esta no
tiene buena adherencia (Czerucka et al., 2007). Este mecanismo se denomina
exclusion competitiva y los probidticos lo utilizan para limitar la colonizacion de

patdgenos en el tracto gastrointestinal.

Estudiar laimunomodulacién en levaduras como un rasgo antagonico resulta
de relevancia. La quimiotaxis es un factor de virulencia conocido en una amplia
variedad de patdgenos, lo que permite a las bacterias optimizar la adquisicién de
nutrientes, evitar sustancias tdéxicas y/o moverse hacia sitios ideales de infeccion
(Ottemann y Miller, 1997). Salmonella es un género que utiliza la quimiotaxis para
moverse hacia un nicho metabdlico ideal en el intestino, lo que le confiere ventajas
competitivas (Rivera-Chavez et al., 2013; Palmer y Slauch, 2017). Esta bacteria
induce la inflamacion al inyectar proteinas a través del sistema de secrecion tipo I
(T3SS), la deteccién de flagelina es a través del receptor TLR5 en la superficie
celular. Esto activa la via de senalizacion NFkB contribuyendo a la activacion de la
respuesta inflamatoria (Keestra et al., 2011) y provocan la deteccién inmune de la
flagelina y del propio T3SS (Crowley et al., 2016; Sellin et al., 2015; Winter et al.,
2009). La inflamacién aumenta la produccion de mucina, rica en glicoconjugados y
aminoacidos, que Salmonella puede utilizar como fuentes de carbono (Stecher y
Hardt, 2008).
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Ademas, la afluencia de neutrdfilos produce especies reactivas de oxigeno
(ROS) que reaccionan con tiosulfato para formar tetrationato, un aceptor de
electrones que solo algunas bacterias, incluyendo Salmonella, pueden utilizar
(Winter et al., 2010). Asi, Salmonella se beneficia de la respuesta inflamatoria al
acceder a nuevas fuentes de carbono y aceptores de electrones. Durante la
inflamacion intestinal, Salmonella también puede respirar usando tetrationato y
nitrato, lo que le permite utilizar fuentes de carbono no fermentables como
etanolamina y propanodiol, superando a las bacterias fermentativas de la
microbiota intestinal del huésped (Thiennimitr et al., 2011; Lépez et al., 2012; Winter
et al., 2013; Faber et al., 2017).

Con respecto a la inmunomodulacion, se conoce que es uno de los modos
de accién empleados por las levaduras probioticas para controlar patégenos. Se ha
confirmado que los B-glucanos, polimeros naturales de glucosa presentes en las
paredes celulares de ciertas levaduras, tienen efectos estimulantes en las células
inmunes innatas como macréfagos, neutrofilos y células asesinas naturales, asi
como actividades antibacterianas y antitumorales, y la induccion de la produccion
de citoquinas (Shruthi et al., 2022). Otros estudios indican que algunas levaduras
pueden modular el sistema inmunoldgico para reducir la inflamacion y contrarrestar
la enteropatogénesis (Diosma et al., 2014; Gonzalez Orozco et al., 2022).
Especificamente, la quimiocina CCL20 se expresa en el tracto gastrointestinal bajo
condiciones proinflamatorias como infecciones y enfermedades inflamatorias
intestinales (Rumbo et al., 2004).

En el contexto enoldgico, las levaduras adaptadas a ambientes altamente
selectivos, tales como el fruto de uva y el proceso fermentativo del vino, adquieren
caracteristicas especificas para lograr prosperar en esos entornos (Sgouros et al.,
2018; Bordet et al., 2020). Estas adaptaciones determinan la ocupacion espacio-
temporal del sustrato por parte de las levaduras. Es importante destacar que
durante el proceso de vinificacidén ocurren diversas interacciones que influyen en la
variacion y dominancia de las poblaciones de microorganismos a lo largo del
proceso (Zilelidou y Nisiotou, 2021). Estas interacciones pueden ser de distintos

tipos, como mutualismo, comensalismo, competencia 0 amensalismo, y tienen
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efectos positivos o negativos en las poblaciones microbianas y las caracteristicas
del producto final (Fleet, 2003).

Las interacciones positivas incluyen la modificacion del entorno de
crecimiento mediante el intercambio de metabolitos y la liberacion de compuestos
como aminoacidos (Fleet, 2003; Cheraiti et al., 2005). Por otro lado, la competencia
por nutrientes esenciales como nitrégeno, glucosa, vitaminas e iones metalicos, asi
como la asimilacion de oxigeno, puede afectar negativamente a las especies con
menor capacidad de absorcion de sustratos (Rollero et al., 2018; Seguinot et al.,
2020). Ademas, la liberacion de compuestos antimicrobianos como toxinas Killer,
acido acético, etanol, acidos grasos de cadena corta o péptidos de baja masa
molecular pueden inhibir el crecimiento o provocar la muerte de otros
microorganismos durante la fermentacion del vino (Sgouros et al., 2020; Melvydas
et al., 2020; Wang et al., 2015). El contacto fisico entre las células de levadura
también puede regular la presencia y persistencia de diferentes especies
(Kemsawasd et al., 2015; Petitgonnet et al., 2019). Bajo este contexto, es posible
inferir que las levaduras de ambientes fermentativos y pre-fermentativos poseen

diferentes estrategias antagonicas contra enteropatdégenos.

Por tanto, en el presente capitulo el objetivo fue evaluar diferentes
propiedades benéficas de las levaduras seleccionadas en relacion al objetivo
especifico 4. Ademas, se determinaron los posibles efectos beneficiosos, como
produccion de diferentes enzimas, reduccién de los niveles de colesterol, adhesion
a las células Caco-2/TC-7, actividad antagonista contra enteropatégenos y efecto
inmunomodulador. Asimismo, se estudid el efecto en los factores de virulencia
relevantes de Salmonella enteritidis, como su capacidad de asociacion y/o invasion
en células epiteliales intestinales Caco-2/TC-7. Por ultimo, se determin6é su
actividad inmunomoduladora de la respuesta inmunoldgica innata epitelial como
indicador de la capacidad antiinflamatoria de los candidatos probiéticos utilizando
el sistema Caco-2: luc CCL20.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Los 15 aislamientos (Tabla 3.3) fueron seleccionados de acuerdo con los
siguientes parametros, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los

capitulos anteriores:

1. Rasgos de bioseguridad: actividad hemolitica y ureasa negativa, resistencia

a antibacterianos (ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10,
rifampicina 20, tetraciclina 80, cloranfenicol 60ug/mL) y sensibilidad al
menos a 4 antifungicos ensayados (ketoconazol 50, clotrimazol 10,
fluconazol 10, itraconazol 10, miconazol 50, nistatina 100 pg/mL).

Supervivencia mayor al 90% en larvas de G. mellonella.

N

Tolerancia a las condiciones del tracto gastrointestinal: Crecimiento a 37, 39

y 42 °C, resistencia a valores de pH acidos (2 y 3) y sales biliares (1%).

@

Tolerancias a condiciones del tracto grastro-intestinal simuladas.

|

Propiedades para adherirse a las células epiteliales del intestino:

hidrofobicidad, produccién de biofilm (>cepa control) y autoagregaciéon (>
85%).

Las bacterias patdgenas utilizadas para el ensayo de actividad antimicrobiana
fueron: Klebsiella pneumonia ATCC 700603, Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25853, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Candida albicans ATCC 10231
(American type Culture Collection, ATCC, Rockville, MD, EE.UU.), y Salmonella
enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) las cuales se activaron utilizando caldo
nutritivo, durante 24 h a 37 +1°C.

Actividades enzimaticas

Actividad de B-glucosidasa:
Cualitativa

La actividad de B-glucosidasa se determiné segun lo descrito por Rosiet al.,
(1994), utilizando un medio que contiene (g/L): arbutina (hidroquinona B-D-

glucopiranésido,) 5, YNB (medio base nitrogenada de levadura) con aminoacidos
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6,7 y agar-agar 20. Antes de la esterilizacion, el pH del medio se ajust6 a 5,0. Se
agregaron 2 mL de citrato de amonio férrico estéril (1%) a 100 mL del medio antes
de verterlo en las placas. Las cepas se inocularon puntualmente (5 yL) en el medio
y las placas se incubaron a 25 +1 °C durante 7 dias. La actividad de 3-glucosidasa

se determind cuando el medio alrededor de la colonia viré a color marron.

Cuantitativa

Los aislamientos de levaduras que mostraron resultados positivos en los
ensayos cualitativos, fueron activados durante 24 h, a 25 +1°C, con agitacién
constante. Posteriormente, fueron inoculados en los medios para induccion de
produccion de enzimas -glucosidasas (g/L): YNB sin aminoacidos, 7; (NH4)2SOs4,
5; Extracto de levadura, 5; Peptona, 5; Glucosa, 5 en buffer Citrato- Fosfato 50 mM
pH 5 (Rodriguez et al., 2004). Posteriormente se incubaron durante 72 h, a 25 +1°C,
con agitacion constante. Con el fin de estudiar la localizacion de la actividad
enzimatica, las levaduras desarrolladas en el medio para produccion de B-

glucosidasa fueron centrifugadas (13.000 rpm durante 10 min) para obtener:

-pellet el cual fue resuspendido en buffer citrato- fosfato 50mM pH 5.0 (enzimas del

espacio periplasmatico)
-el sobrenadante de cultivo libre de células (enzimas extracelulares).

Los sistemas de reaccién, conformados por 300 pyL de sustrato (g/L): p-
nitrophenil-B-D-glucosido (pNPG), 0.75, en buffer Citrato-Fosfato 100mM pH 5.0
(Rodriguez et al., 2004) y 300 pL de solucion enzimatica (pellet o sobrenadante),
fueron incubados por 1 h a 30 +1°C. Posteriormente, se detuvieron las reacciones
con 1500 pL de Na2CO3 1M vy los p-nitrofenoles liberados se midieron
espectrofotométricamente a 400nm. Una unidad (U) de B-glucosidasa fue definida
como la cantidad de yM de p-nitrofenol/ hora liberado por la accion enzimatica, bajo
las condiciones del ensayo (Maturano et al. 2012. Se realizo una curva de

calibracion utilizando el sistema de reaccién nitrofenol.

Actividad proteasa y lipasa

Se inoculé una suspension estandarizada de 5 pL de cada levadura
previamente activada (1x10® UFC/mL) en la superficie de la placa de agar
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solidificada para ensayar las actividades especificas y luego se incubd a 30 £1°C
durante 48 h.

- Actividad proteasa (g/mL): para determinar esta actividad se prepar6 el medio
como sigue: extracto de levadura 3, extracto de malta 3, peptona 5, glucosa, NaCl
5, agar 15. La leche se disolvido en agua destilada estéril (leche descremada en
polvo 100 g/mL). En condiciones estériles, se mezclaron ambas soluciones y se
vertieron en placas de Petri. La presencia de un halo translucido alrededor de la

colonia indica actividad enzimatica positiva (Mestre et al., 2017).

- Actividad lipasa (g/mL): el medio de cultivo que se preparé contenia: peptona 5,
extracto de levadura 3, agar 15, tributirina 10. El resultado positivo se indicé

mediante halos traslucido alrededor de las colonias (Maturano et al., 2009).

Actividad catalasa

Las levaduras previamente activadas se sembraron en forma puntual (5 L)
en YEPD agary se incubaron a 28 £1°C durante 24-48 h. Posteriormente se agregé
3% de perdxido de hidrogeno sobre cada colonia y se observé la formacion de
burbujas (Mestre et al., 2017).

Asimilacion de colesterol

La capacidad de reducir el colesterol se determiné utilizando el método de
Alakeji et al. (2015) con modificaciones. Se inocularon levaduras previamente
activadas a una concentracion de 1x106 células/ mL durante 48 h a 37 +1°C en
medio YPGCHO que contenia (g/L): peptona 20, glucosa 20, extracto de levadura
10, bilis 3 y colesterol 0,050. Posteriormente, se centrifugaron 5 mL (15 min, 8000
rpm) y se midié el contenido de colesterol del sobrenadante con el kit de prueba de

colesterol (Colestat, AA enzimatica).

El porcentaje de reduccion de colesterol por cepa de levadura se calculo

usando la férmula.

A
COL% = (1-— (—))x 100
Ao
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COL % = Reduccion de colesterol
A = contenido de colesterol en caldo de cultivo

Ao = contenido de colesterol en caldo no inoculado

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se evalué mediante la técnica de doble capa de
agar de Perricone et al. (2014), con modificaciones. En una primera instancia se
inoculé cada levadura de forma puntual sobre la superficie del YEPD-Agar e
incubaron a 30 £1°C durante 24 h. Posteriormente, se distribuyé una segunda capa
de CN (agar al 0,7%) sobre el YEPD-Agar e inocularon las bacterias patégenas
(1x106 UFC/mL)y C. albicans (1x106 cél/mL, YEPD-Agar). Las placas se incubaron
a 37+1°C durante 24h. La presencia de una zona de inhibicién mostro la actividad

antimicrobiana de las levaduras frente a los patdégenos.

Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células

Las levaduras fueron cultivadas por 48 h en caldo YEPD a 28 +1°C a 150
rom, posteriormente se centrifugaron durante 10 min. a 13.000 rpm. Los
sobrenadantes se filtraron a través de un filtro de 0,22 ym para eliminar las células

residuales.

La evaluacion de la actividad antagonista del sobrenadante libre de células
(SLC) frente a S. Enteriditis CIDCA 101 se desarroll6 mediante el ensayo de
difusion por well utilizado por Chelliah et al. (2021) con modificaciones. Brevemente,
cada cultivo de bacterias patégenas, desarrollado durante la toda la noche, se
distribuy6 en forma de Law (106 UFC/mL) en agar nutritivo fundido y se colocaron
en una placa de Petri estéril. Posteriormente se realizaron pocillos de 7 mm de
diametro con 100, 200 y 300 pL de SLC de cada levadura. Las placas se incubaron
a 37 £1°C durante 24 h y se observé zona de inhibicion. Los experimentos de
control se realizaron en las mismas condiciones con solucién buffer PBS (control

negativo).
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Adhesion de levaduras a células Caco-2 /TC-7

Las células Caco-2/TC-7 que simulan los enterocitos maduros del intestino
grueso se cultivaron de forma rutinaria siguiendo el procedimiento descrito por
Zavala et al. (2016). Para evaluar la capacidad de adhesion de las levaduras
seleccionadas, se utilizaron placas de 24 pocillos de células Caco-2/TC-7 cultivadas
en monocapa confluente (durante 7 dias). Las levaduras activadas se lavaron (4200
rom durante 5 min) 2 veces con solucion buffer PBS y se resuspendieron en medio
esencial minimo de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, GIBCO BRL Life
Technologies Rockville, EE.UU.) ajustado a una densidad optica (DO) de
aproximadamente 0,5 a 610 nm. Cada monocapa se lavo dos veces con PBS a
temperatura ambiente y se anadieron 0,5 mL de suspension microbiana a cada
pocillo. Las placas se incubaron a 37 £1°C durante 1 h en una atmdsfera controlada
(5% CO2 - 95% aire). Posteriormente, las monocapas se lavaron 3 veces con
solucion buffer PBS y se lisaron con 0,5 mL de agua milliQ estéril. La placa se
incubé nuevamente durante 1h a 37 £1°C en atmdsfera controlada. Para determinar
el numero de UFC/mL adheridas a Caco-2/TC-7, se tomé todo el volumen y se
realizaron diluciones apropiadas en solucion fisioldgica sobre placa de YGC-Agar
por el método de la gota. Los recuentos de UFC se realizaron tras 24 h de

incubacién a 30 +1°C.

Los resultados se expresaron como porcentaje de adhesion de levaduras:
ADH% = (UFC¢/ UFCi) x 100

Donde UFCf representa las unidades formadoras de colonias finales de
levaduras adherentes y UFCi son las unidades formadoras de colonias iniciales de

levaduras afadidas al pocillo.

Efecto de las levaduras en la asociacion e invasion de Salmonella
enteritidis CIDCA 101 a células Caco-2/TC-7.

La asociacion e invasion de S. enteritidis a células Caco-2/TC-7 se evaluo
segun Zavala et al. (2016) con modificaciones. En primer lugar, las monocapas
confluentes Caco-2/TC-7 se lavaron 2 veces con solucion buffer PBS.
Posteriormente, se afiadieron 0,5 mL de suspension de S. enteritidis en DMEM (107

UFC/ml) y se incubaron 1h a 37 £1°C en atmdsfera controlada. Para los ensayos
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de asociacién, las monocapas se lavaron tres veces con soluciéon buffer PBS tras
la incubacion y luego se lisaron afiadiendo 0,5 mL de agua miliQ estéril. El nUmero
de S. Enteritidis viables asociados (adherentes mas invasores) a las células Caco-
2/TC-7 se determin6 sembrando las diluciones adecuadas en agar nutritivo y
contando las colonias tras la incubacion (24h a 37 %1°C). El porcentaje de

asociacion de S. Enteritidis se calculé como:
ASC% = [(UFCasc)/UFCi] x 100

donde UFCasc es el recuento final de S. enteritidis asociado y CFUi corresponde

al recuento inicial afiadido al pocillo.

La invasion por S. Enteritidis se determind mediante el recuento de bacterias
en el interior de las células Caco-2/TC-7. Para ello, las monocapas incubadas con
S. Enteritidis, se trataron con 0,5 mL/pocillo de gentamicina (100pug/mL PBS)
durante 1h a 37 £1°C. Por ultimo, se lisaron las células y se contaron las colonias
como se ha descrito anteriormente. El porcentaje de S. enteritidis internalizado se

calculé como:
INV% = [(UFCint)/UFCi] x 100

donde UFCint representa el recuento final de Salmonella internalizada mientras

que UFCies el recuento inicial de Salmonella afiadido al pocillo.

Para evaluar el efecto de las levaduras sobre la asociacion/ invasion de S.
Enteritidis a las células epiteliales intestinales, se analizé el comportamiento del

patdgeno en tres tratamientos diferentes:

a) Efecto sobre los enterocitos pretratados con levadura (efecto levadura,
EL), donde las células se preincubaron con 0,5 ml de suspension de levadura en
DMEM (DO610nm=0,5 a 610 nm) durante 1 h a 37 £1°C en 5% CO2 - 95% aire y

luego se lavaron tres veces con PBS antes de afadir la suspension de Salmonella.

b) Efecto de la co-incubacién de Salmonella con la levadura antes de
encontrarse con los enterocitos (CC), donde las suspensiones de levadura (107
UFC/mL)y Salmonella (107 UFC/mL) se mezclaron y co-incubaron en PBS (pH 7.2)

durante 1h a 37 £1°C. A continuacion, la suspensién mezclada se centrifugé (2900
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rpm durante 4 min), se resuspendio en el mismo volumen de DMEM y se afiadieron

0,5 mL de la mezcla a cada pocillo.

c) Efecto de los metabolitos producidos por la levadura (sobrenadante libre
de células, SLC) sobre Salmonella antes del contacto con las células epiteliales. En
este caso, el SLC se obtuvo por centrifugacion (4200 rpm durante 5 min) y filtracion
(0,22 ym de diam de poro) de un cultivo fresco de levadura. Salmonella (107
UFC/mL) se incubé 1 h a 37 £1°C en SLC de levaduras y, posteriormente, se
centrifugo la suspension, se resuspendio el pellet en DMEM y se afadieron 0,5 mL
de esta suspension a cada pocillo. La asociacion e invasion de S. Enteritidis tras

estos 3 tratamientos diferentes se determiné como se ha descrito anteriormente.

Inmunomodulacién en células Caco-2-CCL20: luc

Para la caracterizacion in vitro de las propiedades inmunomoduladoras de
las levaduras, se empled el sistema reportero Caco-2- ccl20: luc. Brevemente, la
linea celular epitelial colonica humana Caco-2 transfectada de forma estable con
una construccion reportera de luciferasa bajo control del promotor CCL20 (Caco-2-
CCL20 :luc) (Nempont et al., 2008) se mantuvo y cultivd rutinariamente segun
Iraporda et al. (2014).

La biomasa humeda de cada cepa de levadura se suspendi6 en DMEM
(GIBCO BRL Life Technologies Rockville, EE.UU.) a OD600nm = 0,5 (~107
UFC/mL). Las células Caco-2 CCL20: luc cultivadas se incubaron con la suspension
de levadura durante 30 min en medio libre de suero en placas de 48 pocillos. A
continuacion, se estimularon las células con flagelina de Salmonella tyhimurium
(FIiC, 1 ug/mL) y se incubaron durante 5 h a 37 £1°C en una atmdsfera con un 5 %
de CO2 y un 95 % de aire. En todos los experimentos se incluyd una condicion
basal sin ningun tratamiento, mientras que FIliC se utiliz6 como control para la
induccion del 100 % de la respuesta proinflamatoria. A continuacion, las células se
lisaron con tampén de lisis (Promega, Madison, WI, EE.UU.). Se utiliz6 el
lumindbmetro Labsystems Luminoskan TL Plus (Thermo Scientific, EE.UU.) para
medir la actividad de la luciferasa utilizando un sistema de ensayo de luciferasa
(Promega, Madison WI, EE.UU.).
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Analisis de datos

Cada ensayo se realiz6 de forma independiente por ftriplicado y los
resultados representan el promedio de las tres determinaciones con la desviacion
estandar correspondiente (+ DE). Los datos experimentales se procesaron con
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para supuesto
de normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianza. Las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey y los
resultados se consideraron significativos si el valor de p asociado era < 0,05. Para
analizar los datos no paramétricos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba
de Friedman equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas. Para todas

las pruebas se utilizé SPSS version 19.0, Statistics R 3.6.2. y Graphpad Prism 9.4.1.

La luminiscencia se normalizd con respecto a las células de control
estimuladas y se expres6 como el porcentaje de luminiscencia media normalizada

t desviacion estandar (NAL+SD) de al menos 3 experimentos independientes.

RESULTADOS
Actividad de B-glucosidasa

A pesar de que en la deteccion en placa se lograron resultados en un periodo
de tiempo significativamente mayor que el informado en la bibliografia (Rossi et al.,
1994), 5 levaduras, de las 15 ensayadas mostraron actividad enzimatica B-
glucosidasa, pertenecientes a las especies W. anomalus (PB97, PB98, PB99), H.
guillermondii (PB15) y P. kudriadzevii (PB100).

En el ensayo cuantitativo de actividad B-glucosidasa, las levaduras W.
anomalus (PB97, PB98, PB99) se destacaron por su concentracion en el espacio
extracelular, con concentraciones de 1592,51, 1901,67 y 2722,58 U/g/L,
respectivamente. Le sigue en orden descendente la levadura de referencia S.
boulardii con un valor de 138,10 U/g/L. Ademas, los aislamientos de levaduras W.
anomalus registraron la mayor produccion de enzimas en el espacio periplasmico
(con valores de 483,57, 265,16 y 347,83 U/g/L, respectivamente) tal como puede

observarse en Figura 5.1.
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Figura 5.1: Actividad B-glucosidasa periplasmatica y extracelular en U/g/L (eje “y”) de los

aislamientos con aptitudes probidticas (eje “x”).

- Actividad lipasa, proteasa y catalasa

Las 15 levaduras demostraron la capacidad de degradar la tributirina, lo que

indica la presencia de enzimas lipasa, como lo demuestra la formacion de un halo

translucido. Mientras que, solo los aislados de H. guillermondii (PB15), P.
kudriadzevii (PB50), P. masmurika (PB54), W. anomalus (PB97, PB98) mostraron

actividad proteasa en medio suplementado con leche.

Con respecto a la actividad catalasa, todas las levaduras ensayadas

mostraron tener esta accion (Figura 5.2).
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Figura 5.2: Actividad proteasa, lipasa y catalasa de aislamientos de levaduras con potencialidad

probidtica
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Referencia: positiva (verde), negativa (rojo), cepa de referencia (Sb)

Asimilacion de colesterol

Los resultados indicaron que las levaduras ensasadas fueron capaces de
reducir la concentracion de colesterol en el medio mostrando un amplio espectro
que oscilé entre 0,38 y 47,50 %. La levadura que presentd el mayor porcentaje de
reduccion fue P. kudriavzevii PB48 con un valor de 47,5 % 12,99, siendo
estadisticamente similar la P. kudriavzevii PB50, que redujo el 44,42 %+7,75 y W.
anomalus PB98 el 38,35 % 3,24 (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1: Porcentaje de asimilacion de colesterol de los aislamientos de origen vinico de
levaduras

Especie Nomenclatura % Porcentaje de
reduccion de
colesterol
Hanseniaspora guilliermondii PB15 2 13+3.69°
PB100 29.15+6.77ABCP
PB48 47.5+12.99°
PB50 44.42+7.75°
Pichia kudriavzevii
PB51 19.92+11.16ABCP
PB52 32.21+3.438CP
PB53 2.16£3.737
P. manshmurika PB54 35.42+7.91°D
PB56 0.38+0.53*
P. occidentalis PB57 4.53+7 8418
PB58 7.82+3.5678C
PB97 26.78+8.63ABCD
Wickerhamomyces anomalus PB9S 38.35+3.24P
PB99 22.71+4.31A8CD
Saccharomyces cerevisiae PB101 10,9343.41 ABCD
Saccharomyces cerevisiae var. boulardii
CNCM I-745 S.b. 4.17+5.2ABC

Referencia: En negrita se resaltan los valores destacables, letras diferentes indican diferencia significativa (p<
0,05)

Actividad antimicrobiana
Un total de 4/15 cepas presentaron actividad antimicrobiana sobre alguna de
las cepas patdogenas. Los aislamientos W. anomalus PB98 y PB99 inhibieron el

crecimiento de: K. pneumonia ATCC700603, E. coli ATCC25922, E. coli
ATCC35218, P. aeruginosa ATCC 25853, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis
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ATCC29212 y S. Enteriditis CIDCA 101, aunque en el caso de esta ultima bacteria
los resultados no fueron contundentes. En cuanto a las cepas de PB 54 y PB 97
presentaron actividad inhibitoria frente a E. faecalis ATCC29212 y S. Enteriditis
CIDCA 101, al igual que sucedio con los aislamientos anteriores en el caso de esta
ultima bacteria no pudo evidenciarse claramente el halo inhibitorio. No se observo
inhibiciéon de crecimiento de las levaduras ensayadas frente a C. albicans (Tabla
5.2).

Tabla 5.2: Actividad antimicrobiana de las levaduras con aptitudes pobidticas frente a
entreropatogenos.

Nomenclatura Especie Cepas patégenas
1 2 3 4 5 6 7 8
PB 98 Wickeranomyces anomalus + + + - + + - +/-
PB 100 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 15 Hanseniaspora guillermondii - - - - - - - -
PB 99 Wickeranomyces anomalus + + + - + + - +/-
PB 48 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 50 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 51 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 52 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 53 Pichia kudriadzevii - - - - - - - -
PB 54 Pichia masmurika - - - - - + - +/-
PB56 Pichia occidentalis - - - - - - - -
PB57 Pichia occidentalis - - - - - - - -
PB 58 Pichia occidentalis - - - - - - - -
PB 97 Wickeranomyces anomalus - - - - - + - +/-
PB 101 Wickeranomyces anomalus - - - - - - - -

Referencias: (+) actividad, (-) sin actividad, +/- posible actividad. Klebsiella pneumonia ATCC 700603 (1),
Escherichia coli ATCC 25922(2), E. coli ATCC 35218(3), Pseudomonas aeruginosa ATCC
25853(4), Staphylococcus aureus ATCC 25923 (5), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (6),
Candida albicans ATCC 10231(7) (American Type Culture Collection ATCC, Rockville, MD, USA) y
(8) Salmonella entérica serovar enteritidis CIDCA 101.

Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células

Los resultados de la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de
células (SLC) de las 4 levaduras que no lograron visualizarse posible actividad en
el ensayo anterior (PB 98, 99, 54 y 97) evidenciaron un creciente efecto a medida

que aumentaba la concentracion (X1, X2, X3) (Tabla 5.3).
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Tabla 5.3: Actividad antimicrobiana del sobrenadante libre de células de aislamientos de levaduras
frente a Salmonella enterica serovar enteriditis CIDCA, X1 indica 100 yL, X2 indica 200 pL y X3 300

pL.
Cepa Especie Concentracion de ,sobrenadante libre de
células
X1 X2 X3
PB 98 | Wickeranomyces anomalus +/- + ++
PB 100 | Pichia kudriadzevii - . B,
PB 15 | Hanseniaspora guillermondii - - -
PB99 | Wickeranomyces anomalus +/- + ++
PB 48 | Pichia kudriadzevii - . B,
PB 50 | Pichia kudriadzevii . - .
PB51 | Pichia kudriadzevii - . B,
PB52 | Pichia kudriadzevii . .
PB 53 | Pichia kudriadzevii . .
PB 54 | Pichia masmurika +/- + ++
PB56 Pichia occidentalis - -
PB57 | Pichia occidentalis - - .
PB 58 | Pichia occidentalis - -
PB 101 |Saccharomyces cerevisiae - - -
PB97 | Wickeranomyces anomalus +/- + ++

Referencia: (++) buena actividad (-) sin actividad, +/- posible actividad.

Adhesion de levaduras a células Caco-2 /TC-7

Como se observa en la Tabla 5.4, la capacidad de adhesion de las levaduras

a las células Caco-2/TC-7 cambid significativamente, mostrando los valores mas

bajos para P. manshurika PB 54 (47.56%) y los mas altos por W. anomalus PB97

(100%).

Tabla 5.4: Levaduras con aptitudes probioticas, nomenclatura y porcentaje de adhesion a las
células Caco-2/TC-7.

Género y especie

Nomenclatura

Porcentaje de

adhesion a

células Caco-2/TC-7

Pichia manshurika

Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus

Wickerhamomyces anomalus

PB 54

PB 97

PB 98

PB 99

47.56 * 9.69

100.00 £ 6.43

56.10 + 6.90

75.93 £ 2.61
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Referencia: En negrita se resaltan los valores destacables
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Figura 5.3: Efecto de las levaduras con aptitudes probidticas sobre la asociacion de S. enteritidis a Caco-2/TC-7.
Porcentaje de asociacion de S. enteritidis a células Caco-2/TC-7 tratadas con levaduras antes de la adicién del
patégeno (EL), S. enteritidis precultivadas con levaduras (CC) y S. enteritidis pretratadas con sobrenadantes de
cultivos libres de células de levaduras (SLC).

**Diferencias estadisticamente significativas (p <0.05) respecto al control representando 100% de asociacion.

Efecto de las levaduras en la asociacion e invasion de Salmonella
Enteritidis CIDCA 101 a células Caco-2/TC-7.

Los resultados indicaron que cuando los enterocitos se tratan previamente
con las levaduras W. anomalus PB 98 y P. manshurika PB 54, la asociacion de S.
enteritidis a las células epiteliales se reduce significativamente en un 50 y un 30%,
respectivamente (Figura 5.3). Por otra parte, todas las levaduras disminuyeron
significativamente el porcentaje de asociacion de S. enteritidis entre el 67 y 82 %
mediante pretratamiento del patégeno con cepas de levadura en co-cultivo (CC).
Ademas, no se observd ningun efecto sobre la asociacion de S. enteritidis a las
células Caco-2/TC-7 cuando se pretrataron con cualquiera de los sobrenadantes

de cultivo libres de células (SLC) de las levaduras.

En cuanto al porcentaje de invasion de S. Enteritidis a las células Caco-2/TC-

7, el tratamiento con todas las levaduras ensayadas, excepto PB97, lo redujo
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significativamente entre un 32 y un 65 % (Figura 5.4). Para el tratamiento en co-
cultivo, todas las cepas mostraron una reduccion en el porcentaje de invasiéon de S.
Enteritidis superior al 70 %. Cuando el patégeno se incubd con el SLC de levaduras,
se produjo una reduccion significativa de su capacidad de invasion (entre el 57 y el
76 %). En general, el tratamiento con el efecto mas notable sobre la mayoria de las
cepas fue la preincubacion con CC, ya que disminuyé el porcentaje de asociacion

e invasion de S. Enteritidis en mas de un 50% en la mayoria de las levaduras.
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Figura 5.4: Efecto de las levaduras con aptitudes probidticas sobre la invasion de S. enteritidis a Caco-2/TC-7.
Porcentaje de invasion de S. enteritidis a células Caco-2/TC-7 tratadas con levaduras antes de la adicion del
patdgeno (EL), S. enteritidis precultivadas con levaduras (CC) y pretratamiento de S. enteritidis con
sobrenadantes de cultivos libres de células de levadura (SLC).

Inmunomodulacién de la respuesta innata epitelial mediada por las
levaduras

Todas las levaduras ensayadas mostraron capacidad para reducir la respuesta

inmune innata de Caco-2 inducida por FIliC, disminuyendo la luminiscencia en
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valores entre el 60 y el 81 %, demostrando de este modo la capacidad

antiinflamatoria de las levaduras con aptitudes probidticas (Figura 5.5).

Es importante mencionar que la disminucion de la expresion de luciferasa no fue
debido a dano celular ya que el porcentaje de actividad LDH para todos los
tratamientos no fue significativamente diferente al del control (p<0,05),

obteniéndose valores inferiores al 3% en todos los casos (datos no mostrados).
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Figura 5.5: Efecto de las levaduras sobre la inmunomodulacién de células Caco-2-CCL20: luc. Se muestran
los resultados representativos de dos experimentos diferentes. Los resultados se expresan como actividad
luciferasa normalizada (NAL), utilizando los niveles de células estimuladas en ausencia de células de
levadura como 100 % de activacion.

Referencia: **** p < 0,0001.

DISCUSION

Algunos autores han reportado la produccién de proteasas por levaduras no-
Saccharomyces, evaluando su produccién cualitativamente (Esteve-Zarzoso et al.,
1998; Ogunremi et al., 2015a; Mestre-Furlani et al., 2017). Asimismo, Ogunremi et
al. (2015) en los mismos géneros que en el presente trabajo y, en concordancia,
informaron que cepas de la especie P. kudriavzevii mostraron actividad proteasa
positiva. Ademas, Merchan et al. (2022) detectaron actividad proteolitica en cepas
de P. jadiniiy P. kudriavzevii (especie evaluada en este estudio), esta ultima mostré
mayor capacidad proteolitica. Por ultimo, Elhalis et al. (2021) detectaron actividad

proteasa W. anomalus, y de H. uvarum igual que en nuestro estudio.
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En cuanto a la actividad lipasa si bien observamos esta actividad en todas
las levaduras evaluadas, existen discrepancias con otros autores. Syal et al. (2013)
y Bonatsu et al. (2018) realizaron sus ensayos en aislamientos del género Pichia,
pero no encontraron resultados positivos. Por el contrario, Maturano et al. (2009) y
Onguremi et al. (2015b) encontraron esta propiedad en todas las levaduras no-
Saccharomyces analizadas en las mismas condiciones ensayadas, particularmente
en levaduras de las especies Pichia y Hanseniaspora. Utilizando otra técnica,
Parafati et al. (2022) informaron cepas de P. kluyveri y W. anomalus con actividad
lipasa extracelular. Asimismo, en un trabajo realizado por Fernandez-Pacheco et
al. (2021) se realizaron estudios a 10 cepas de levadura S. cerevisiae y 10 no-
Saccharomyces (pertenecientes a los géneros Pichia, Hanseniaspora, entre otras)
aisladas de diferentes ecosistemas alimentarios, y en contraste con nuestro estudio
no detectaron esta actividad, mientras que Merchan et al. (2022) detectaron
actividad lipasa en cepas de P. jadinii y P. kudriavzevii (especie evaluada en este

estudio).

Es importante aclarar, que otra caracteristica importante a buscar en las
levaduras probioticas es su capacidad de actuar como antioxidantes o mejorar la
biodisponibilidad de los compuestos antioxidantes (Vergara et al. 2023b). En este
estudio, todas las levaduras produjeron la enzima catalasa, esta capacidad de un
microorganismo para producir esta enzima le otorga una ventaja competitiva, ya
que el peréxido de hidrégeno puede “capturar” electrones y atomos de las células
microbianas, provocando la muerte de esos microorganismos (Zhao y Drlica et al.,
2014; Jia et al., 2015; Zimo et al., 2020). Resultados comparables reportaron
Fernandez-Pacheco et al. (2021) al evaluar 10 cepas de levadura Saccharomyces
cerevisiae y 10 no- Saccharomyces (pertenecientes a los géneros Pichia,
Hanseniaspora, entre otras). Los autores infirieron que estas levaduras poseen un
sistema de defensa mediado por esta enzima (Franga et al., 2007; Herrero et al.,
2008). Por otro lado, Zhao et al. (2021) también encontraron actividad catalasa en
una cepa de W. anomalus. Los autores reportan que esta actividad ademas podria
ser eficaz para aliviar la inflamacion intestinal, ademas de tener propiedades

antioxidantes y antagoénicas (Tomusiak-Plebanek et al., 2018).

En cuanto a la actividad B- glucosidasa, en este estudio se observé que los

4 aislamientos que fueron positivos en el ensayo cualitativo alcanzaron los valores
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mas destacados en el ensayo cuantitativo, a excepcion de P. kudriadzevii PB100.
Si bien se ha reportado previamente a cepas del género Pichia como buenos
productores de enzimas [-glucosidasas, aportando a las propiedades
organolépticas del vino (Yang et al., 2020, Vicente et al., 2021), en este estudio
todos los aislamientos pertenecientes a este género no fueron buenos productores.
Por otro lado, en concordancia con los resultados del presente estudio, Maturano
et al. (2009) y Huang et al. (2021) reportaron cepas de las especies Hanseniaspora
guilliermondiiy W. anomalus con alta actividad de -glucosidasa, destacandose los

valores enzimaticos registrados en el espacio periplasmatico.

En el presente trabajo, se ha indicado que todos los aislamientos de
levaduras exhiben la capacidad de reducir el colesterol, aunque la magnitud de esta
reduccion varia segun el aislamiento. Coincidentemente con estos hallazgos, Chen
et al. (2010) observaron que después de 48 h, P. kudriavzevii demostré una
capacidad de reduccion de colesterol del 44.3 %. Ademas, Ogunremi et al. (2015),
bajo las mismas condiciones, encontraron una reducciéon de mas del 60 % en 3
cepas de P. kudriavzevii. Aunque se ha informado que las cepas de S. cerevisiae
logran reducciones de mas del 80% (Psomas et al., 2003; Fernandez-Pacheco et
al., 2021), en nuestro estudio S. cerevisiae PB101 y los aislamientos de referencia
probidtica S. boulardii lograron valores significativamente mas bajos. Existen
numerosos reportes sobre diversos mecanismos a través de los cuales las cepas
probidticas pueden influir en la reduccién del colesterol (como la asimilacién, la
unién a la superficie celular, la incorporacidn a la membrana celular, la
desconjugacion de la bilis y la coprecipitacion de colesterol, entre otros), se ha
observado que las levaduras reducen principalmente el colesterol a través de la

asimilacion mediante el crecimiento celular (Psomas et al., 2003).

El aumento de la resistencia a los antibiéticos se ha convertido en un desafio
significativo para combatir las bacterias enteropatoégenas. De este modo, los
probioticos son una estrategia muy atractiva, particularmente las levaduras con esta

propiedad, debido a las multiples ventajas previamente descritas.

Por esta razén una de las propiedades mas deseables de las levaduras
probidticas es su actividad antagonista contra la adherencia y translocacién de

patdgenos que afectan varios sitios de la mucosa (Boirivant y Strober, 2007). Para
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detectar actividad antimicrobiana es esencial realizar ensayos in vitro, y de este
modo determinar la capacidad de los probidticos para inhibir el crecimiento de otras
especies contaminantes o patdgenas (Monika et al., 2021). Los resultados de este
trabajo fueron positivos para la actividad antimicrobiana en 4 cepas de las 15
levaduras ensayadas: Pichia masmurika PB54 y Wickerhamomyces anomalus
PB97, PB98 y PB99. Estos resultados son muy valiosos ya que otros autores
informaron que las levaduras de estas especies no mostraron actividad
antimicrobiana frente a diversas bacterias enteropatogenas (Binetti et al., 2013;
Kourelis et al., 2010; Amorim et al., 2018). Por otro lado, similar a este estudio,
Merchan et al. (2020) inform6 que 16/54 cepas mostraron actividad antimicrobiana
para el género Pichia (P. fermentans, P. kudriavzevii) frente a E. coliy S. aureus.
Ademas, Bajaj et al. (2013) y Saber et al. (2017) también informaron actividad
antimicrobiana de la cepa P. kudriavzevii RY55 contra E. coli, Salmonella spp.y S.
aureus. Por otro lado, la levadura W. anomalus ha sido investigada durante varios
afios por su amplio potencial biotecnolégico. Su efecto se ha asociado
generalmente con la produccion de toxinas killer (KT) y volatiles (Cappelli et al.,
2014; de Ingeniis et al., 2009; Oro et al., 2018).

Si bien, 4 aislamientos presentaron actividad antimicrobiana bajo las
condiciones ensayadas, no debe descartarse a las levaduras restantes como
posibles candidatas probidticas. Se han propuesto numerosos mecanismos de
accion para explicar la proteccion probidtica de las levaduras contra infecciones
bacterianas. Esta actividad puede ocurrir a través de la exclusion competitiva, la
disminucién del potencial redox, la coagregacion o la produccion de sustancias
antimicrobianas que incluyen acidos organicos, otros metabolitos primarios como
el peroxido de hidrogeno y compuestos especiales como bacteriocinas vy
antibioticos (Dey, 2017).

Como los resultados de las levaduras ensayadas en este trabajo no fueron
concluyentes para Salmonella entérica serovar Enteritidis CIDCA se decidi6 evaluar
el sobrenadante libre de células en 3 concentraciones diferentes. A partir de los
resultados obtenidos se seleccionaron 4 aislamientos de levaduras para realizar los
estudios de antagonismo concretamente contra S. Enteritidis en lineas celulares
Caco-2/TC-7 y Caco-2:ccl20luc inducida por FIliC. Por lo tanto, en este estudio se

evaluaron algunos de los principales mecanismos antimicrobianos que las
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levaduras probidticas pueden emplear: la adhesion de los probidticos a la mucosa
formando una barrera (previniendo la adhesiéon de patdégenos), la interacciéon
probiotico-patdgeno, el efecto antimicrobiano de las sustancias secretadas por los
probioticos (amensalismo) y la propiedad de la inmunomodulacion, como un efecto

antagonista.

Aunque las propiedades relacionadas con la adherencia epitelial se
consideran un criterio de seleccion importante para cepas con aptitudes probidéticas,
no es un rasgo que deba mirarse solo desde un punto de vista. Para la evaluacion
in vitro, se han utilizado lineas celulares de tumores de colon humano como Caco-
2 para aproximarnos a dilucidar los mecanismos implicados en las interacciones
entre el microorganismo y la mucosa intestinal (Gheziel et al.,, 2018). Los 4
aislamientos no- Saccharomyces mostraron una buena adhesién, con valores que
oscilan entre el 47,56 % y el 100% de adherencia a las células Caco-2/TC-7 a pesar
de su baja hidrofobicidad. En contraste con los resultados obtenidos, numerosos
autores informaron una adhesion baja a moderada (<14%) para diferentes cepas
no-Saccharomyces de los géneros Kluyveromyces y Pichia (Chen et al., 2010;
Fadda et al., 2017; Bonatsou et al., 2018; Menezes et al., 2020; Motey et al., 2020;
Gonzalez-Orozco et al., 2023). En concordancia con este estudio, Diosma et al.,
(2014) informaron una adhesién del 60% para cepas que no- Saccharomyces y
menos del 30% para cepas Saccharomyces. Recientemente, Fernandez-Pacheco
et al., (2021) analizaron caracteristicas funcionales y tecnoldgicas de varias cepas
Saccharomyces y no- Saccharomyces aisladas de diversas fuentes, en donde la
adhesion aproximada fue entre 60% y 65 % para 2 cepas de W. anomalus (aisladas
de una destileria) mientras que para 2 cepas del género Pichia aisladas de bodegas

de vino, el porcentaje de adhesion fue entre 45 — 60 %.

Es importante sefialar que cada célula de levadura puede poseer numerosas
adhesinas diferentes, y la expresion diferencial de sus genes asociados esta
altamente adaptada a un entorno particular (Verstrepen y Klis, 2006), lo que podria
explicar las diferencias observadas en este estudio con respecto a los trabajos
discutidos. El valor del porcentaje de adhesién nos permite predecir la colonizacién
temporal del tracto gastrointestinal y, ademas, la formacién de una barrera fisica
que prevenga la adhesion de patdgenos a la mucosa (Menezes et al., 2020).

Ademas, se han reportado otros mecanismos que no implican necesariamente una
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buena adhesién. Por ejemplo, las bacterias enteropatdégenas, incluidas las especies
de E. coli, Salmonella typhimurium, S. typhi y levaduras como Candida albicans, se
unen preferencial e irreversiblemente a las superficies de S. boulardii (Rajkowska y
Kunicka-Styczynska, 2012; Tiago et al., 2012; Posadas et al., 2017). La unién de
estos microorganismos patdgenos a la pared celular de la levadura limita su
infectividad, ya que S. boulardii no se une las células epiteliales del intestino y, en
consecuencia, las bacterias adherentes pasan transitoriamente a través del tracto
gastrointestinal y posteriormente se excretan en las heces (Czerucka et al., 2007).
Se ha reportado que, ademas de la propiedad de adherirse y eliminar patdégenos,
las levaduras probidticas también pueden adsorber a su pared fuertemente ciertas
toxinas como la del célera, o compuestos producidos por Clostridium difficile, con

el mismo efecto de arrastre y eliminacion (Tiago et al., 2012).

La asociacion e invasion de Salmonella spp. al epitelio intestinal representan
un paso critico para iniciar la infeccion. En este trabajo, se evalué la actividad
antimicrobiana de cepas de levaduras de vino bajo 3 tratamientos para proteger el
epitelio intestinal contra el dafio causado por S. Enteritidis: El Efecto de la Levadura
(EL), pretratamiento de Salmonella con cultivo de levadura (CC) y pretratamiento
de Salmonella con sobrenadante de cultivo libre de células (SLC). En general, los
ensayos demostraron que cuando las levaduras y S. Enteritidis fueron cocultivadas,
la capacidad de adhesion e invasion de este patégeno a las células Caco-2/TC-7
disminuye, mostrando el efecto antagonista de las levaduras sobre las bacterias en
la invasion a las células intestinales. Sin embargo, los 3 tratamientos fueron muy
efectivos para inhibir la invasién de Salmonella a las células Caco-2/TC-7, ya que
se evidencio una reduccion significativa en la mayoria de las condiciones. Aunque
la competencia por sitios de unién en la mucosa intestinal parece ser un efecto
protector comun de los probidticos contra los enteropatégenos, los resultados
obtenidos en este estudio demuestran que el antagonismo contra Salmonella, como
lo evidencian estas cepas no-Saccharomyces, esta mediado principalmente por la
compleja interaccién entre los probidticos y el patdégeno en lugar de un simple efecto
de barrera. Estas interacciones pueden involucrar tanto el contacto celular como la
produccion de metabolitos por la levadura; esto podria afectar a las adhesinas de
superficie e invasinas expresadas por Salmonella, reduciendo asi el riesgo de

infeccion. En este contexto, hay evidencia que respalda la idea de que
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Saccharomyces boulardii ejerce un biocontrol contra Clostridium difficile mediante
actividad proteolitica y obstruccién estérica (Tasteyre et al., 2002). Por otro lado,
Fu et al. (2023) sugieren que la actividad antibacteriana de las levaduras puede
originarse a partir de metabolitos proteicos, como ciertas enzimas como toxinas

killer o micocinas, asi como acidos organicos como el acido acético.

Especificamente, las células epiteliales intestinales y las uniones estrechas
(Tigh Junctions —TJ-) constituyen la primera linea de defensa contra la invasion de
microorganismos patdgenos y compuestos toxicos. Su alteracion implica la entrada
al lumen intestinal (permeabilidad paracelular) y, en ultima instancia, la invasion
circulatoria y tisular (Slifer y Blikslager, 2020). Estas alteraciones conducen a la
activacion de vias inflamatorias y niveles elevados de citoquinas proinflamatorias
(Bhat et al., 2019).

Dado que las caracteristicas probioticas dependen de la cepa y de su estado
fisiologico, es preciso demostrar las propiedades beneficiosas de las levaduras,
como su capacidad para modular la respuesta inmunitaria innata. Asi pues, se
analizé la capacidad de estas levaduras no- Saccharomyces procedentes del
entorno vitivinicola para modular la respuesta a estimulos proinflamatorios en

células epiteliales intestinales.

En este sistema de evaluacion, todas las cepas de levaduras analizadas
fueron capaces de inhibir la activacion inducida por flagelina, siendo la cepa PB54
del género Pichia la mas inmunomoduladora. Hasta la fecha, no se han reportado
estudios sobre cepas enoldgicas del género estudiado con propiedades
inmunomoduladoras. Diversos estudios infieren que las propiedades promotoras de
la salud de los microorganismos probioticos son especificas de cada aislamiento.
Los miembros de la misma especie pueden inducir actividad proinflamatoria o
antiinflamatoria, modular diferencialmente la microbiota intestinal y provocar
efectos antimicrobianos especificos (Ramos et al., 2013; Su et al., 2017). Como se
menciono anteriormente, uno de los mecanismos de patogénesis de Salmonella sp.
es la induccion de la inflamacidn, por lo que los resultados obtenidos en este estudio
son muy relevantes, proporcionando evidencia de que los cuatro aislamientos

analizados provenientes del ambiente vitivinicola y pertenecientes a diferentes
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géneros tienen la capacidad de modular la respuesta inmune inflamatoria innata,

gque es un mecanismo antagonista contra este enteropatdgeno.

Finalmente, la actividad antimicrobiana es una caracteristica interesante y
especialmente considerada para los probidticos, por lo que este estudio podria ser
utilizado como base para seleccionar levaduras con este potencial, estudiar
posibles mecanismos de accidon y abrir un camino hacia posibles aplicaciones
terapéuticas, destacandose la relevancia de los resultados encontrados en el

presente estudio.

CONCLUSIONES

e Algunas de las levaduras evaluadas presentaron actividad lipasa, proteasa,
catalasa y B-glucosidasa.

e Los cuatro aislamientos (W. anomalus PB 97, 98 y 99; P. manshurika PB 54)
de levaduras que mostraron actividad antagonista contra S. Enteritidis se
comportaron de manera diferente en los diversos modelos de interaccion
estudiados, infiriendo mecanismos antagdnicos especificos a nivel cepa.

e Aunque no todas las levaduras mostraron actividad antimicrobiana en las
pruebas realizadas, esto no invalida su potencial, ya que solo se evaluaron
contra ocho cepas patégenas.

e Es destacable indicar que para las levaduras no- Saccharomyces
provenientes de ambientes vitivinicolas, estos son los primeros estudios que
demuestran su potencial probidtico.

o Estosresultados son prometedores para el desarrollo de nuevas alternativas
a los antibidticos clasicos, especialmente en la lucha contra enteropatégenos
y en el tratamiento de enfermedades relacionadas con la
hipercolesterolemia. Estos hallazgos abren la puerta para seguir explorando

nuevas lineas de investigacion.
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CAPITULO 6

CARACTERIZACION TECNOLOGICA'Y
EMPLEO COMO CULTIVOS STARTER EN
LOS PROCESOS FERMENTATIVOS DE
CERVEZA ARTESANAL TIPO ALE Y
ACEITUNA DE MESA.
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INTRODUCCION

Es bien sabido que los alimentos son fuentes de nutrientes, vitaminas y
minerales que favorecen las funciones corporales y la salud (por ejemplo, la
respiracion, la produccion de energia y la respuesta inmunitaria). Los alimentos se
consumen principalmente como sustratos celulares para la obtencion de energia y
la diferenciacion y proliferacion celular, y como base de las barreras quimicas
contra la oxidacion celular. Dentro de los diferentes tipos de alimentos, los
alimentos con fines dietéticos especificos (por ejemplo, light, dietéticos, bajos en
grasa) y los categorizados como alimentos funcionales son las principales

categorias estudiadas en los ultimos 20 afios (Granato et al., 2020).

El término “alimento funcional” aparecioé por primera vez en Japon, en 1984.
El gobierno japonés definié una nueva categoria de producto, Alimentos para Usos
Sanitarios Especificos (FOSHU), como “alimento que contiene un ingrediente con
funciones para la salud y aprobado oficialmente para afirmar sus efectos fisiologicos
sobre la salud del cuerpo humano” en un marco legislativo especifico (Alongi y
Anese, 2021). Desde entonces el interés de la investigacion por los alimentos
funcionales experimentoé un fuerte aumento (Alongi y Anese, 2021) y esta creciente
atencion a nivel mundial ha influido enormemente en su mercado (Kaur y Das,
2011). Ademas, se define como alimento funcional a “cualquier alimento que tenga
un impacto positivo en la salud, el rendimiento fisico o el estado de animo de un

individuo, ademas de su valor nutritivo” (Aguiar et al., 2019).

En el pais la definicion de los alimentos funcionales no esta presente como
tal en el Cédigo Alimentario Argentino (CAA), por tanto, no hay reglamentacién
vigente. Sin embargo, esta definicion y su incorporacion al CAA es analizada por
un grupo de trabajo ad-hoc creado en el ano 2009 por la Comision Nacional de
Alimentos (CONAL). Asimismo, y en estrecha relacion con lo antes mencionado, la
CONAL incorporo el Art. 236 al Capitulo V: Rotulacion del CAA, referido a las
declaraciones de propiedades saludables, que fue presentada por la Coordinadora
de las Industrias de Productos Alimenticios (COPAL), en marzo de 2009. En ese
marco, se considera como “declaracion de propiedad saludable” a cualquier

representacion que exprese, sugiera o implique la existencia de una relacién entre
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el alimento -0 un constituyente de dicho alimento- y la salud. Y las divide en tres

tipos:
1-Declaracién de propiedades de funcion de nutrientes

2-Declaracién de otras propiedades de funcion o declaracién de propiedades de

incremento de funcion
3 -Declaraciones de propiedades de reduccion de riesgo de enfermedad.

Hoy en dia, los consumidores demandan alimentos que se produzcan y
procesen de forma sostenible, que se consideren seguros, frescos y naturales, y
que tengan valor nutricional (Ballini et al., 2023). Esto ha producido una intensa
busqueda de innovacion en el campo de los alimentos funcionales y abre camino
para investigar diversas estrategias para generar una amplia gama de compuestos
bioactivos que promueven la salud, como probidticos, prebidticos, fitoquimicos o
hierbas, antioxidantes naturales, péptidos bioactivos, etc. (Fernandes et al., 2019).
Las manifestaciones de estos productos biolégicos activos de forma natural en los
alimentos o en el enriquecimiento externo sefalan la funcionalidad de los alimentos
(Konar et al., 2018; Martirosyan y Singh, 2015). Los probioticos son el grupo de
complementos alimenticios funcionales de mas amplio y rapido crecimiento en todo
el mundo (Champagne et al., 2018). Se ha demostrado que también los
microorganismos asociados a los alimentos que se encuentran de forma natural
pueden llegar al intestino como células viables, interactuar con el huésped humano
y potencialmente proporcionar beneficios para la salud intestinal (David et al.,
2014). En este contexto, una dieta puede representar no sélo una fuente de
nutrientes para el cuerpo, sino que también puede ser un vehiculo de
microorganismos exogenos con efectos positivos para la salud humana (Sekirov et
al., 2010; O’Hara et al., 2006).

Por otro lado, en los ultimos afos, el consumo de alimentos y bebidas
fermentados se ha incrementado sustancialmente en todo el mundo, ya que juegan
un papel central en la dieta diaria de varias culturas debido a sus multiples
beneficios para la salud como antimicrobianos, antidiabéticos, antiateroscleréticos,
antioxidantes y antiinflamatorios (Sanlier et al., 2019). Sumado a esto, el aumento

de la conciencia del consumidor sobre la salud, bienestar, prevencion de
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enfermedades en relacion a la alimentacion ha adquirido relevancia. Por ende, ha
provocado un aumento en la oferta de alimentos funcionales en el mercado. Bajo
este contexto, los microorganismos fermentadores, el proceso de fermentacion y
sus productos atraen el interés cientifico en el campo de la microbiologia aplicada
(Canonico et al.,, 2021). Paralelamente, con el aumento del vegetarianismo y el
veganismo, también existe una demanda colectiva de productos probioticos

fermentados no lacteos (Canonico et al., 2021).

Los aminoacidos representan componentes clave para el proceso de
crecimiento de la levadura, ya que estan estrictamente relacionados con la
produccion de biomasa, asi como con la sintesis de compuestos aromaticos (Silva
Ferreira et al., 2014; Burin et al., 2015; Stribny et al., 2015; Fairbairn et al., 2017).
Sin embargo, el metabolismo de los aminoacidos en las levaduras también podria
plantear problemas de seguridad (factores toxicos y alergénicos), ya que es a partir
de la descarboxilacion de los aminoacidos que se producen las aminas bidgenas
(Speranza et al.,, 2019). Las aminas bidogenas (AB) son compuestos organicos
nitrogenados que se producen por la decarboxilacién de aminoacidos (AA), en una
reaccion catalizada por enzimas decarboxilasas. Si bien algunas AB son producidas
fisiolégicamente en el organismo humano cumpliendo funciones importantes, el
consumo de alimentos que contengan estos compuestos puede causar efectos
téxicos en los consumidores. Este efecto depende del nivel y toxicidad de cada AB,
la sensibilidad de cada individuo y la coexistencia de factores potenciadores de los
efectos (EFSA, 2011). Aunque generalmente se supone que hay pocos riesgos
asociados con las levaduras en términos de produccion de AB (lzquierdo-Pulido et
al., 1995; Filipe-Ribeiro et al., 2019), algunas cepas de diferentes especies de
levadura ya han sido descritas como productoras de aminas bidgenas (Gardini et
al., 2006; Chang et al., 2009; Fernandez-Pacheco et al., 2021).

Las matrices alimentarias por excelencia donde se pueden encontrar
probidticos son productos lacteos. Sin embargo, la mayor incidencia de intolerancia
a la lactosa, la preocupacion por el colesterol y, por otro lado, la amplia difusion de
nuevos estilos de vida (veganos y vegetarianos) impulsaron nuevas investigaciones

hacia alimentos probioticos no lacteos, como frutas y verduras, que son ricas en
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vitaminas, minerales, carbohidratos, fibras y compuestos antioxidantes (Granato et
al., 2010; Vijaya et al., 2015).

La cerveza no solo es una fuente de nutrientes como vitaminas, aminoacidos
y compuestos fendlicos, sino que es bien aceptada y consumida por la mayoria de
las personas en todo el mundo (Zendeboodi et al., 2021). La cerveza es una bebida
popular, y puede ser una interesante fuente de alimento o fuente de probidticos.
Debe tenerse en cuenta que para ser considerada un alimento funcional debe
consumirse en cantidades moderadas entre 330 a 370cm? diarios y dentro del
marco legal establecido por cada pais (Sohrabvandi et al., 2010). Particularmente,
la cerveza artesanal ha registrado un acelerado y continuo proceso de expansion
tanto a nivel nacional como mundial. Esto ultimo promueve la busqueda e incita a
desarrollar nuevas cervezas artesanales que combinen una alta calidad
organoléptica y un mayor valor nutricional (Canocico et al., 2021). En ese sentido,
los consumidores buscan productos saludables e innovadores (Senkarcinova et al.,
2019).

Para su produccion se emplea principalmente agua, lupulo, cereales
malteados y levaduras comerciales. De los 150 géneros de levaduras,
representados por unas 1500 especies (Kurtzman et al., 2011), tan solo el género
Saccharomyces es empleado tradicionalmente en la fermentacion alcohdlica de
cervezas tipo ale y lager (Bokulich & Bamforth, 2013; Martins et al., 2016; Capece
et al., 2018). Las microcervecerias centran principalmente su atencion a la calidad
de las materias primas para obtener cerveza artesanal caracterizada y diversificada
por perfiles aromaticos y nutricionales peculiares. Estas cervezas artesanales se
diferencian significativamente de las industrializadas donde el principal objetivo es
entregar un producto de calidad estandarizada reconocida por el consumidor. Las
cervezas artesanales suelen tener un sabor Unico como resultado de procesos
tecnolégicos especificos y la seleccion de materias primas, a menudo de origen
local (Cipollaro et al., 2018; Schnell y Reese, 2003). Probablemente, esta sea la
razon principal por la que las cervezas artesanales atraen a los consumidores que
buscan una “revolucion del sabor” (Alfeo et al., 2019). Por estas razones, el
mercado de bebidas impulsa el desarrollo de cervezas especiales como cervezas

bajas en alcohol, bajas en calorias, sin gluten, con sabores novedosos y que
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promueven la salud (funcionales). Entre las cervezas funcionales, se destaca la
cerveza xantohumulol, la cerveza estrogénica y la cerveza probidtica (Yeo y Liu,
2014).

La cerveza probidtica sin filtrar es una de las innovaciones en cervezas
funcionales, que se produce mediante la incorporacion de microorganismos
probidticos como microorganismos fermentadores, co-fermentador o la
incorporacion de microorganismos probioticos vivos en el producto final
(Zendeboodi et al., 2021).

Las aceitunas de mesa son frutos fermentados con un impacto significativo
en la economia a nivel mundial, y, particularmente en la Argentina, con una
importancia a nivel regional (Castillo, 2013). El proceso de fermentacion no solo
garantiza la conservacion de las aceitunas, sino que también mejora sus
caracteristicas nutricionales y tecnoldgicas, a la par que ofrece beneficios para la
salud. Gracias a su elevado valor nutricional y contenido de fibras, aminoacidos,
acidos grasos insaturados, vitaminas y compuestos antioxidantes, se consideran
un importante alimento funcional (Bonatsou et al., 2017). En el proceso fermentativo
intervienen diversas poblaciones microbianas, destacando bacterias del acido
lactico (BAL) y levaduras como las especies dominantes, junto con otros
microorganismos como Clostridium, Pseudomonass, Staphylococcus v,
ocasionalmente, mohos (Heperkan et al., 2009). La actividad metabdlica de estos
microorganismos determina aspectos clave como el sabor, la textura y la seguridad

del producto (Hammes, 1990).

Desde hace mas de una década, varios estudios han investigado la
microbiota de levaduras asociada con las fermentaciones de aceitunas de mesa,
con el objetivo de identificar posibles candidatos probidticos para su uso como
cultivos iniciadores (Argyri et al., 2013; Bautista-Gallego et al., 2013; Botta et al,,
2014; Pérez Montoro et al., 2016; Prete et al., 2017; Garcia-Gonzalez et al., 2019;
Prete et al., 2020). Ademas, diferentes estudios ya han validado las aceitunas de
mesa de diversos cultivares como portadores efectivos de cepas probidticas al
tracto gastrointestinal humano (Lavermicocca et al., 2005). Esto se debe a los
nutrientes liberados por las aceitunas y a la presencia de una cera epicuticular

hidrofébica en la superficie de las drupas, que facilita la adhesion microbiana
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(Lavermicocca et al., 2005; Valerio et al., 2011; Panagou, 2014; Benitez-Cabello et
al., 2015; Grounta y Argyri et al., 2015; Grounta et al., 2016; Perpetuini et al., 2016;
Bonatsou et al.,, 2017; Pérez Montoro et al., 2018). Existen reportes acerca de
levaduras tales como D. hansenii, T. delbrueckii, K. lactis y S. cerevisiae asociadas
con la microbiota de aceitunas de mesa, las cuales poseen caracteristicas
probidticas (Pennacchia et al., 2008; Kourelis et al., 2010; Moslehi-Jenabian et al.,
2010; Etienne-Mesmin et al., 2011).

Recientemente, se ha demostrado que los productos derivados de vegetales
(frutas, jugos de frutas, cereales y legumbres) pueden actuar como portadores de
microorganismos debido a su estructura intrinseca; por lo que los microorganismos
pueden colonizar los poros, lesiones, lenticelas e irregularidades presentes en la
superficie (Martins et al., 2013). Ademas, los vegetales también son ricos en
compuestos prebidticos, que protegen a los microorganismos probiéticos de las
duras condiciones del tracto gastrointestinal y son una fuente de nutrientes que
influye positivamente en la supervivencia bacteriana (Ranadheera et al., 2010;
Lamsal et al., 2009).

En este contexto, dos cuestiones importantes a considerar son la evaluacién
de los factores tecnofuncionales de cultivos iniciadores con aptitudes probiéticas y
el efecto sobre el perfil sensorial del alimento en el cual se incorpore. Es por ello
que en este capitulo se estudidé la caracterizacion tecnolégica e impacto en las
propiedades organolépticas de las levaduras correspondiente a 2 alimentos

funcionales fermentados: cerveza artesanal tipo Ale sin filtrar y aceituna de mesa.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Los aislamientos de origen vitivinicola utilizados fueron, Hanseniaspora
guilliermondii (PB15), Pichia kudriadzevii (PB48, 50, 51, 52, 53 y 100) P. masmurika
(PB54), P. occidentalis (PB56, PB57, PB58), Wickerhamomyces anomalus (PB
97,98, 99), y Saccharomyces cerevisiae (PB101).

Estos aislamientos fueron seleccionados de acuerdo con los siguientes
parametros:
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- Rasgos de bioseguridad: actividad hemolitica y ureasa negativa, resistencia
a antibacterianos (ampicilina 25, gentamicina 10, levofloxacina 10,
rifampicina 20, tetraciclina 80, cloranfenicol 60ug/mL) y sensibilidad al
menos a 4 antifungicos ensayados (ketoconazol 50, clotrimazol 10,
fluconazol 10, itraconazol 10, miconazol 50, nistatina 100 pg/mL).
Supervivencia mayor al 90% de larvas de G. mellonella.

- Tolerancia a las condiciones del tracto gastro-intestinal: Crecimiento a 37,
39 y 42°C, resistencia a valores de pH acidos (2 y 3) y sales biliares (1%)
IRbiis mayor o igual a 10.

- Propiedades para adherirse a las células epiteliales del intestino:
hidrofobicidad, produccién de biofilm (>cepa control) y autoagregaciéon (>
85%).

- Tolerancias a condiciones del tracto grastro-intestinal simuladas.

- Propiedades benéficas: Asimilacion de colesterol; actividad antimicrobiana
frente a enteropatégenos, inmunomodulacion (levaduras seleccionadas),
adhesién a células Caco-2/TC7 (levaduras seleccionadas), Efecto de
levaduras seleccionadas sobre la asociacién e invasion de Salmonella
Enteritidis CIDCA101 en células CACO-2/TC7 (levaduras seleccionadas).

Como controles positivos se emple6 a un aislamiento de la especie
Bretanomyces spp. para producciéon de fenoles volatiles y Picchia spp, para
produccion de acido sulfhidrico, ambas perteneciente al cepario del IBT — FI UNSJ.
Ademas, como control positivo del proceso fermentativo de cerveza tipo Ale sin
filtrar se utilizd la cepa comercial Saccharomyces cerevisiae US05 (Fermentis,
France). Como cepa de referencia probidtica se utilizé a Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii CNCMI-745.

Actividad de descarboxilacion

La capacidad de las levaduras para descarboxilar aminoacidos, produciendo
aminas bidgenas, se evalué segun lo descrito por Zullo et al. (2019) con
modificaciones. El medio contenia (g/L): glucosa 0,1, purpura de bromocresol 0,06,
YNB 6,7, agar 15, pH final se ajustado a 5,3. Después de la esterilizacién, se afiadié
la solucion 1 g/L de cada aminoacido (L-Lisina, L-histidina, L-arginina), previamente
esterilizada por filtracion (0,22um). Las levaduras fueron sembradas puntualmente
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(5 uL) y después de 4 dias de incubacién a 25 £1°C, se designé como positiva si

se visualiz6 un halo violeta alrededor de las colonias de levaduras.

Seleccion de cultivos starter para proceso fermentativo de cerveza
tipo Ale sin filtrar:

Metabolizacion oxidativa de carbohidratos:

Una poblacion inicial de 5x10® UFC/mL de las levaduras se hambrearon
durante 48 h en 5 mL de agua estéril, luego se sembraron puntualmente 20 ul de
cada aislamiento en medios de cultivos con diferentes fuentes carbonadas (g/L):
YNB 6,7, azucar en estudio 20 y agar 20. Los medios de cultivo fueron previamente
esterilizados a 1 atm de sobrepresion en autoclave. Se evaluaron los principales
azucares pertenecientes a la matriz del mosto de cerveza: glucosa, sacarosa,
fructosa, maltosa. El pH del medio se regulo a 5,2 con acido fosforico 1N (pH regular
de un mosto en inicio de fermentacion). Las placas se incubaron durante 96 h a 19
+ 2 °C Mediante este experimento se determino la capacidad de asimilacion de
azucares por parte de los aislamientos. El parametro a medir fue crecimiento de

colonias en placa comparado con el desarrollo en el control positivo (glucosa).

Metabolizacidén de azucares por metabolismo fermentativo:

En paralelo, una concentracion de 5x10° UFC/mL de cada aislamiento se
inocularon en tubos con 5 mL de solucion liquida de los medios de cultivos
anteriormente mencionados. Con este experimento se determiné la capacidad de
metabolizacion de los azucares via fermentativa, dentro de cada tubo se coloco una
campana de Durham invertida para entrampamiento de gases, el tubo fue cerrado
herméticamente (Suarez Lepe, 2006). Los tubos se incubaron durante 96 h a 19 +
2°C. El parametro a medir fue el entrampamiento de CO2 en los tubos con medio

liquido (llenado completo de campana).

Metabolizacién de azucares por via fermentativa en mosto cervecero:

Una concentracion de 5x106 UFC/mL de cada aislamiento se inocularon en
tubos con 5 mL de mosto cervecero (20 IBU, densidad inicial 1048, pH 5,2),
previamente esterilizado a 0.5 atm por 10 min para evitar la caramelizacion de los

azucares presentes en el mismo. Dentro de cada tubo se colocé una campana de
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Durham invertida para entrampamiento de gases, el tubo fue cerrado
herméticamente (Suarez Lepe, 2006). Los tubos se incubaron durante 96 h a 19 +
2°C. El parametro a medir fue el entrampamiento de CO2 en los tubos con mosto

cervecero (llenado completo de campana).

Determinacién de compuestos Off-flavors.

Produccion de fenoles volatiles

Las levaduras fueron sembradas en estria en medio Brett-agar que contenia
(g/L): glucosa 10, extracto de levadura 10, agar 15, cloranfenicol 0,5, ciclohexamida
0,05, acido p-cumarico 0,4, etanol 99.9 % 6 v/v, a pH 5,0. Paralelamente se sembré
una concentracién de 1x106 UFC/mL de cada aislamiento en 7 mL de medio Brett
liquido. Tanto el medio agarizado como el liquido fueron incubados de 7 a 10 dias
a 28 £1°C. Luego de incubacion, se determiné cualitativamente los medios de

cultivo, mediante olfaccion.

Produccion de acido sulfihidrico (SH2)

Las levaduras se sembraron en estrias y se evaluaron de forma
semicuantitativa sobre BigGy-agar (BBLTM, Becton, Dickinson and Company,
Sparks, EE.UU., Le Pont de Claix, Francia) siguiendo las instrucciones de
elaboracién. Incubacién: 3 dias a 25 £ 1°C. Se utiliz6 una escala arbitraria
propuesta por Comitini et al. (2011) para el color de la estria de 1, color blanco (sin
produccion); 2, marrén claro; 3, marrén; 4, marrdn oscuro; 5, marréon oscuro/negro

(alta produccion).

Proceso fermentativo de cerveza tipo Ale a escala de laboratorio

Se inoculo 1x107 UFC/mL de levadura (previamente activada) en
Erlenmeyer de 2000 mL con 1400 mL de mosto cervecero (1049°Dl, 20 IBU, pH
5.2). Se incubaron en condiciones estaticas a 18 £1°C. Se llevo a cabo el monitoreo
de la cinética fermentativa mediante mediciéon de densidad, pérdida de peso,
recuento en placa de levaduras viables en YEPD-agar. EI mosto cervecero
empleado fue estilo Kolsh (dorada pampeana) facilitado por la cerveceria Donata

del Desierto, San Juan, Argentina.
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-Parametros medidos al final de la fermentacion

o Poder fermentativo PF (% v/v): es la capacidad que posee una cepa para
producir etanol.

alcohol producido = ((Df -Di) x)

Donde 131.25= constante estequiométrica de la fermentacion alcohdlica

para cerveza.

Simulacién del tracto gastrointestinal posterior a la fermentacién
de mosto cervecero.

Se llevd a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Zullo et al. (2019)
con modificaciones. Se realiz6 soluciones que simulan las condiciones de digestion
gastrica (GD) y pancreatica (DP) in vitro. Para la GD, se prepard un jugo gastrico
(JG) sintético en una solucion buffer a pH 2.0 con NaCl (2.05 g/L), KH2PO4 (0.60
g/L), CaClI2 (0.11 g/L) y KCI (0.37 g/L). Después de la esterilizacion del medio, se
adiciono pepsina (3 g/L) esterilizada por filtracion (0.22 ym), para completar la
solucion gastrica. La simulacion de jugo pancreatico (JP) se realizé utilizando una
solucion buffer con pH de 7.0, ajustado con HCI 1 M, formulado con sales biliares
(3.0 g/L), pancreatina esterilizada por filtracién (1 g/L), Na2HPO4 (26.9 g/L) y NaCl
(8.5 g/L). Se analizé la resistencia del starters luego de la condicién del proceso
fermentativo (células libres concentracién aproximada 1x 108 UFC/mL). Para la
fase gastrica se inoculd la levadura en 7 ml de jugo JG estéril, luego de 3 h de
incubacion a 37°C a 100 rpm, se recolectaron las levaduras y se resuspendieron
en 7 mL de JD simulado estéril. La suspensién se incubo a 37 °C durante 3h a 100
rom. En ambas fases se determiné el porcentaje de supervivencia en placa a los 0
y 3 h.

% supervivencia: (In N° UFC/ mL finai/ In N° UFC/ mL inicial) * 100

Doénde:
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In n° inicial UFC/mL es el logaritmo natural del nuamero inicial de unidades
formadoras de colonias
In n° final UFC/mL es el logaritmo natural del numero final de unidades formadoras

de colonias

Evaluacion sensorial

Al finalizar el proceso fermentativo, las cervezas se llevaron a 4 + 1°C para
su maduracion, durante 2 semanas. Luego fueron sometidas a un analisis sensorial
hedodnico a ciegas con personal de la Cerveceria Ancestral SRL y Donata del
Desierto. El panel fue conformado por 8 personas de entre 25 y 45 afos (1 mujer,
7 varones). Se evaluaron caracteres olfativos y gustativos con una valoracion
estructurada de 1 a 5; y una valoracién general del producto puntuada con valores
de entre 1 a 10. Las muestras fueron proporcionadas en vasos de plastico a una
temperatura de 4+ 1°C. Cabe aclarar que la valorizacion visual y de espumas no se
llevé a cabo por que los tratamientos no fueron carbonatados para su degustacion.
Los parametros evaluados olfativos y gustativos, son presentados en la Figura

Anexo 1,2y 3.

Seleccion de cultivos starter para proceso fermentativo de
aceitunas de mesa:

- Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl y valores de pH:

Se inoculd 1x108 UFC/mL de las levaduras previamente activadas en tubos
con YEPD ajustado a los siguientes valores de pH: 4,0, 8,0; y con diferentes
concentraciones de NaCl (2, 8%). Los tubos sembrados se incubaron a 25 +1°C
por 3 dias. El crecimiento se evalué diariamente mediante espectrofotometria (600
nm) comparando con el control (medio YEPD sin siembra de levadura). Los datos
se utilizaron para la evaluacion del indice de crecimiento (IC) (Bevilacqua et al.,
2013):

IC= (Absm/Absc) * 100
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donde, para cada momento de muestreo, Absm es la absorbancia de las muestras

y Absc la absorbancia del control.

Conduccién de procesos fermentativos

- Proceso fermentativo de aceituna de mesa a escala de laboratorio:

Se cosecharon aceitunas Olea europea var Arauco, provenientes del Banco
de germoplasma de olivos ubicado en Campo Anexo San Martin de la Estacion
Experimental Agropecuaria del INTA San Juan. Se realizé una seleccién previa del
lote de aceitunas eliminando aquellas coloreadas, maduras, muy marcadas,
heridas por granizo o insectos, con cochinilla, etc., también se separo hojas, palillos,
tierras y elementos extranos. Se considerod el calibre 6 que corresponde a 14/16
aceitunas en 100 g (CODEX 66-1981).

El proceso de fermentacién a escala de laboratorio se llevé a cabo segun el
protocolo de Laza et al. (2020) con modificaciones. El lote completo fue sometido a
tratamiento alcalino con NaOH al 2,0 % por 10 a 12 h. Se realizaron cortes
transversales a la drupa para observar penetracion de NaOH por cambio de
coloracion con fenolftaleina al 1%. Una vez que se llegd a los 2/3 de penetracion
en la carne de la drupa se realizé un lavado de 2 h y, posteriormente, otro lavado
de 7a 10 h. En 6 frascos de 3 L de vidrio estériles se colocaron 1300 g de aceitunas
y 1450 mL de salmuera al 10%. Los mismos fueron incubados por 5 dias a 25 +1°C
para favorecer el inicio de la fermentacion lactica. Posteriormente se inocul6 a las
levaduras seleccionadas en una concentracién 1x106 UFC/mL. Se incubaron por 3
meses a 25 + 1°C. Se llevé a cabo el monitoreo de la cinética fermentativa mediante

el recuento en placa de levaduras y bacterias lacticas viables en medio WL.

Evaluacion sensorial

Después del periodo fermentativo, se llevé a cabo el analisis sensorial de las
aceitunas con el panel entrenado de la Asociacion Sanjuanina de Sommeliers. El
mismo estuvo conformado por 12 personas de entre 25 y 50 afios (4 hombres y 8
mujeres). Los panelistas se ubicaron a distancia prudencial en un ambiente a 25
+1°C, con luz adecuada. Las muestras de cada tratamiento fueron proporcionadas

en recipientes de plastico de 100 cm3, conteniendo 3 drupas al azar. La hoja de
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valoracion sensorial de aceitunas fue proporcionada por las Asociacion Sanjuanina
de Sommeliers donde se evaluaron aspectos externos, olor/sabor, aspectos

internos y valoracion global (Anexo figura 4, 5y 6).

Analisis de datos

Cada ensayo se realiz6 de forma independiente por ftriplicado y los
resultados representan el promedio de las tres determinaciones con la desviacion
estandar correspondiente (+ DE). Los datos experimentales se procesaron con
analisis de varianza (ANOVA), se utilizé la prueba de Shapiro-Wilk para supuesto
de normalidad y la prueba de Levene para homogeneidad de varianza. Las
diferencias significativas se determinaron mediante la prueba de Tukey y los
resultados se consideraron significativos si el valor de p asociado era < 0,05. Para
analizar los datos no paramétricos se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis o la prueba
de Friedman equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas. Para todas

las pruebas se utilizé SPSS version 19.0, Statistics R 3.6.2. y Graphpad Prism 9.4.1.

RESULTADOS

Actividad de descarboxilacion

Ninguna de las levaduras ensayadas presento actividad de descarboxilacion

de aminoacidos (L-Lisina, L-histidina, L-arginina) en el presente estudio.

Metabolizacion de carbohidratos:

Todos los aislamientos (15) ensayados metabolizaron fructosa. Un total de
7 levaduras asimilaron maltosa, mientras que 8 asimilaron sacarosa. Siete
levaduras metabolizaron todos los azucares ensayados. La cepa de referencia

probidtica metaboliz6 todos los azucares (Tabla 6.1).
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Tabla 6.1: Metabolizacién por via oxidativa de carbohidratos sacarosa, frusctora y maoltosa.

Aislamiento Especie Glucosa | Sacarosa | Fructosa | Maltosa
PB 48 Pichia kudriadzevii + - + -
PB 50 Pichia kudriadzevii + - + -
PB 51 Pichia kudriadzevii + - + -
PB 52 Pichia kudriadzevii + - + -
PB 53 Pichia kudriadzevii + + + +
PB 54 Pichia masmurika + - + -

| pess | Pohaosaidentais |+ |+ |+ | - |
s e

| N |
| PB100 | Potekunedzed | + | - | o+ | -
ai01 | N T

Referencia: En verde se presentan aquellos aislamientos que metabolizaron los 3 azucares ensayados. Se
muestra el simbolo “+” para aquellos aislamientos que crecieron igual al control (YNB agar giucosa), mientras
que el simbolo “t” indica los aislamientos crecieron, pero no igual que a su respectivo control o con “-”
aquellos que no crecieron.

Metabolizacion de azucares por via fermentativa:

Los ailamientos de la especie W. anomalus, PB 98 y PB 99 metabolizaron
los 3 glucidos ensayados por via fermentativa, mientras que PB 97 no fermento
maltosa. Los aislamientos que lograron iniciar fermentacion en los 4 azucares
ensayados en menor tiempo fueron la cepa PB 101 S. cerevisiae junto con la cepa

de referencia probidtica (S. cerevisiae var. boulardii CNCM |-745) (Tabla 6.2).
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Tabla 6.2: Metabolizacion por via fermentativa de carbohidratos sacarosa, frusctora y maoltosa

Glucosa
Sacarosa Fructosa Maltosa
Nomenclatura Especie (control)
24h | 48h | 72h | 96h | 24h | 48h | 72h | 96h | 24h | 48h | 72h | 96h | 24h | 48h | 72h | 96h
Hanseniaspora
PB 15 guillermondii +
Pichia
PB 36 occidentalis +
Pichia
pB 57 occidentalis +
Wickeranomyces
PB 97 anomalus i i w
PB 98 Wickeranomyces + + + +
anomalus
PB 99 Wickeranomyces
anomalus
Saccharomyces
PB101 cerevisiae
Saccharomyces
Sb cerevisiae var.
boulardii CNCM I-
745
Saccharomyces
Us05 cerevisiae

Referencia: En verde se presentan aquellas cepas que llenaron la campana de Dirham mas de un 50% del
volumen total. Se muestra el simbolo “+” para aquellos aislamientos metabolizaron azucares por via
fermentativa igual al control (YNB agar gucosa). En amarillo se muestran aquellas cepas que llenaron de gases
la campana de Diirham en un 50% o menos.

Metabolizacion de azucares por via fermentativa en mosto
cervecero:

La mayor velocidad fermentativa fue registrada por el aislamiento PB 101
similar al comportamiento obtenido por el control positivo S. cerevisiae US05 (Tabla
6.3).

Tabla 6.3: Metabolizacion por via fermentativa en mosto cervecero.

Nomenclatura Especie Mosto Cervecero
24h | 48h | 72h | 96h
PB 15 Hanseniaspora guillermondii
PB 56 Pichia occidentalis +
PB 57 Pichia occidentalis +
PB 97 Wickeranomyces anomalus +
PB 98 Wickeranomyces anomalus +
PB 99 Wickeranomyces anomalus +
PB 101 Saccharomyces cerevisiae
Sb Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii CNCM [|-745
uso5 Saccharomyces cerevisiae

Referencia: En verde se presentan aquellas cepas que llenaron la campana de Dirham mas de un 50% del
volumen total. Se muestra el simbolo “+” para aquellos aislamientos metabolizaron azucares por via
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fermentativa igual al control (YNB agar gucosa). En amarillo se muestran aquellas cepas que llenaron de gases
la campana de Dirham en un 50% o menos.

Determinacidén de compuestos Off-flavors

El aislamiento PB 15 (Hanseniaspora guillermondii) y PB98
(Wickeranomyces anomalus) crecieron en el medio ensayado y produjeron fenoles
volatiles. En cuanto a la produccién de H2S (medio Biggy-agar), los aislamientos de
geénero Pichia presentaron valores de 4 dentro de la escala (alta producciéon de
H2S), la cepa PB 15 no crecié en el medio (Tabla 4). Los aislamientos W. anomalus,
PB97, PB 98 y PB 99 presentaron una leve coloracién marrén (baja produccion),

mientras que PB101 presento valor de escala 1 (produccién nula) (Figura 6.1).

Tabla 6.4: Produccion de fenoles volatiles (medio BRETT) y produccion de H2S (medio Biggy-
agar).

Nomenclatura Especie Biggy-
BRETT agar
Valor de
agar |liquido| escala
PB 15 Hanseniaspora guillermondii + + -
PB 43 Pichia kudriadzevii - - 4
PB 50 Pichia kudriadzevii - - 4
PB51 Pichia kudriadzevii - - 4
PB 52 Pichia kudriadzevii - - 4
PB 53 Pichia kudriadzevii - - 4
PB 54 Pichia masmurika - - 4
PB 56 Pichia occidentalis - - 4
PB 57 Pichia occidentalis - - 4
PB 58 Pichia occidentalis - 4
PB 97 Wickeranomyces anomalus - - 2
PB 98 Wickeranomyces anomalus - + 2
PB 99 Wickeranomyces anomalus - - 2
PB 100 Pichia kudriadzevii - - 4
PB 101 Saccharomyces cerevisiae - - 1
Sb Saccharomyges cerevisiae var.
boulardii CNCM 1-745 - - 1
Control Picchia spp 3
Control Bretanomyces spp. + +

Referencia: Con + se muestran aquellos aislamientos que crecieron en medio agarizado o que produjeron
volatiles fendlicos en medio liquido. Los numeros indican la escala arbitraria propuesta por Comitini et al.,
(2011) para el color de los aislamientos estriados de 1, color blanco (sin produccion); 2, marrdn claro; 3,
marrén; 4, marrén oscuro; 5, marrén oscuro/negro (alta produccion). En rojo se destacan los asilamientos con
produccion alta de HzS.
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Figura 6.1: Resultados para la produccion de H2S (medio BigGy-agar) de las 16 levaduras
ensayadas. Los numeros indican la escala arbitraria propuesta por Comitini et al., (2011) para el
color de los aislamientos estriados de 1, color blanco (sin produccion); 2, marrén claro; 3, marrén;
4, marrén oscuro; 5, marron oscuro/negro (alta produccion).

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de metabolizacion
y asimilacién de azucares y los ensayos de determinacién de compuestos Off-
flavors, se selecciond el aislamiento de levadura PB 101 (S. cerevisiae) para la

conduccion del proceso fermentativo de cerveza tipo Ale sin filtrar.

Fermentacion de cerveza tipo Ale con la levadura con aptitudes
probiéticas seleccionada

La cerveza fermentada con la levadura control (cepa comercial) presento
5,64 % vl/v de alcohol, pH 4,32 y una Df de 1006, mientras que la cerveza
fermentada por la levadura PB101 registré valores de 4,85 % v/v de etanol, pH 4,07
y Df 1012. En cuanto a la atenuacién aparente, la misma fue de 90 y 80%, para
USO05 y PB101, respectivamente.

En cuanto a la viabilidad de la levadura comercial y al rendimiento

fermentativo (reflejado por la curva de produccion de CO2) fue mayor en la
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fermentacién conducida por la cepa comercial (US05). La curva resultante de la
produccion de CO2 para PB101 presenta una pendiente distinta, que implicaria una
menor velocidad de fermentacién (Figura 6.2). Se determiné el recuento de células
de levadura comercial y probiotica durante el proceso fermentacion que transcurrio
en 14 dias (Figura 6.3). Como se muestra en la figura 6.3, la concentracion celular

de levaduras aumento con el tiempo de fermentacion.

Produccién de CO, (g/L)
N w H [3)] (<2}
o o o o o

-
o

| —e—PB101 —@— USO05|

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (dias)
Figura 6.2: Produccion de COz2 (g/L) a lo largo del proceso fermentativo (dias) de las levaduras
Saccharomyces cerevisiae PB101 (levadura autoctona) y US05 (levadura comercial).

9,5

8,5

7,5

log UFC/mL

6,5

0 1 2 3 5 7 9 14

Tiempo (dias)

e PB10] e JS05

Figura 6.3: Cinética de crecimiento de las levaduras Saccharomyces cerevisiae PB101 (levadura
autoctona) y USO05 (levadura comercial).

144



Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

Simulacion del tracto gastrointestinal

Se llevé a cabo la simulacién del tracto gastrointestinal de muestras con la
levadura con aptitudes probidticas luego de haber llevado a cabo el proceso
fermentativo de cerveza. El ensayo se inicié con un recuento inicial de 1.6x108
UFC/mL y al final de la fase gastrica se registrd la supervivencia del 88.22%
(1.73x107 UFC/mL). Con respecto a la fase final duodenal se registré una
supervivencia de 73,49 % (1.07x10% UFC/mL).

Evaluacion sensorial

Los resultados obtenidos a partir de la cata heddnica, tanto de la cerveza
fermentada con levadura comercial, como la obtenida con la levadura PB101,
presentaron buena apreciacién general. Se destaca que, en la fase aromatica, la
levadura con aptitudes probidticas PB101, registré un aumento en la percepcion de
los aromas a clavo de olor y banana (Figura 6.4). De acuerdo al perfil organoléptico
otorgado por esta levadura, se consulté a los evaluadores acerca de que estilo seria
el mas adecuado para fermentar con la misma, y de manera unanime, asintieron
que un estilo de cerveza belga con mayor expresion fendlica seria la matriz ideal
para emplear este aislamiento.
Respecto al sabor, puede observarse que debido a que la levadura comercial
resalté el amargor en la cerveza lo cual coincide con la expresién del lupulo en la
fase aromatica. En general el sabor para la cerveza fermentada por la levadura
PB101, no presentd ningun aspecto destacable, sin embargo, esto puede deberse

a que no es la matriz adecuada para emplear esta levadura (estilo Kolsh).
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Figura 6.4: Analisis sensorial hedénico de cerveza elaborada con levadura autéctona PB101 y
comercial US05. Aspectos aromaticos evaluados por el panel (A), Aspectos relacionados con el
sabor (B). Escala maxima 5 y minima 1.
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Seleccion de cultivos starter para proceso fermentativo de
aceitunas de mesa:

- Crecimiento a diferentes concentraciones de NaCl y valores de pH:

Todas las cepas ensayadas tuvieron un porcentaje de crecimiento mayor al
50% en 3 de los tratamientos (NaCl 2%-pH 4; NaCl 8%-pH 4; NaCl 2%-pH 8). El
tratamiento NaCl 8%-pH 8 fue el mas restrictivo, solos las cepas PB 97, 98, 99 y
101 obtuvieron porcentajes de supervivencia superior al 70% (Tabla 6.5).

Tabla 6.5: Indice de crecimiento en porcentaje de los aislamientos sometidos a 4 tratamientos
(CINa 2% -pH 4; CINa 8%-pH 4; CINa 2% -pH 8; CINa 8%- pH 8) luego de 72 h.

Tratamientos
Aislamiento Especie
CINa 2%-pH 4 | CINa 8%-pH 4 | CINa 2%-pH 8 | CINa 8%-pH 8
15 H;l’;,slzzgfjﬁgfa 101,2 64,9 89,1 14,1
48 Pichia kudriadzevii 110,0 44,8 104,5 16,6
50 Pichia kudriadzevii 88,0 70,2 101,3 14,4
51 Pichia kudriadzevii 104,3 66,5 121,9 26,7
52 Pichia kudriadzevii 71,1 46,2 83,5 12,6
53 Pichia kudriadzevii 100,0 64,6 115,4 16,0
54 Pichia masmurika 88,1 52,3 88,9 23,0
56 Pichia occidentalis 91,0 60,6 107,4 13,6
57 Pichia occidentalis 89,7 58,8 105,3 15,0
58 Pichia occidentalis 111,0 64,8 108,2 15,0
97 Wickeranomyces 92,3 75,7 110,1 81,8
98 e T o 84,1 76,1 106,8 82,0
99 RSO 67,7 77,3 95,2 82,4
100 Pichia kudriadzevii 95,3 63,6 106,2 26,1
101 Saccharomyces cerevisiae 99,9 45,2 100,2 71,9

Con Verde se marcan los aislamientos con mejor indice de crecimiento.

En base a los resultados obtenidos se seleccionaron los aislamientos de
levadura PB 98 y PB 99 (Wickeranomyces anomalus), quienes obtuvieron mejor
porcentaje de indice de crecimiento en los tratamientos mas restrictivos (CINa 8%
-pH 4; CINa 8% -pH 8), para llevar a cabo la conduccion del proceso fermentativo

con cada aislamiento.
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Fermentacion de aceitunas de mesa con levaduras autoéctonas
con aptitudes probioéticas

Se observé que las poblaciones de W. anomalus oscilaron entre 1,75 - 2,63
10° UFC/mL luego de 30 dias de fermentacion, llegando al final (90 dias) de la
misma con una concentracion poblacional total de 3,5 10* UFC/mL para la
fermentacion espontanea y 3,2 10° UFC/mL para el tratamiento inoculado con la
levadura PB 98 y 1,4 10° UFC/mL para el tratamiento inoculado con PB 99. En
cuanto a la poblacién de bacterias lacticas en todos los tratamientos a los 30 dias
de iniciada la fermentacion los valores oscilaron entre 4,74 x10% y 8,01 x 108. Se
puede observar un crecimiento poblacional hasta llegar al final de la fermentacion
(90 dias) a una concentracion entre 8,77x 108y 1,04x 107 UFC/mL.

Tabla 6.6: Seguimiento de la viabilidad (UFC/mL) de la poblacién de los diferentes tratamientos con levaduras y
tratamiento contro.

9-jul 28-jul 11-ago 31-ago
W BAL W BAL w BAL W BAL
FE (control) |2,63E+05 | 4,74E+06 | 4,00E+05 | 2,40E+06 | 1,30E+05 | 9,03E+06 | 3,50E+04 | 9,00E+06
PB98 4,38E+05 | 8,01E+06 | 2,65E+05 | 4,55E+06 | 1,23E+05 | 7,09E+06 | 3,20E+05 | 1,04E+07
PB99 1,75E+05 | 5,96E+06 | 4,35E+05 | 7,38E+05 | 5,00E+04 | 9,64E+06 | 1,40E+05 | 8,77E+06

Tratamiento

Referencias: tratamiento de Wickeramomyces anomalus PB 98 (PB 98), Wickeramomyces anomalus PB 99
(PB 99) y el control (fermentacion espontanea -FE-). Poblacion de Wickeramomyces (W) y de bacterias

lacticas (BAL) en 4 puntos de toma, posterior a la inoculacion y final de la fermentacion.

Evaluacion sensorial

Al final de la fermentacion los 3 tratamientos, W. anomalus PB 98 (PB 98);
W. anomalus PB 99 (PB 99) y el control (fermentacién espontanea -FE-) fueron

dividido en 2 sub-tratamientos que se muestran en la Tabla 6.7.

Tabla 6.7: representacion de los tratamientos Wickerhamomyces (PB 98; PB 99) y control (fermentacién

espontanea -FE-) con salmuera a 2 concentraciones 6% y 8% con levaduras al final de la fermentacion.

FE PB 98 PB 99
Tratamientos Salmuera 8% Salmuera al 8% Salmuera al 8%
iniciales
Sub Salmuera 8% Salmuera 6% Salmuera 8% Salmuera 6% Salmuera 8% Salmuera 6%
tratamientos
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Los resultados obtenidos a partir de la evaluacion sensorial realizada por el
panel entrenado indicaron una buena apreciacion de los seis tratamientos. En
cuanto a los aspectos externos, los tratamientos con salmuera al 6% (Figura 6.5A)
y 8% (Figura 6.6A) no mostraron diferencias significativas en la valoracién. Solo el
tratamiento FE (fermentacion espontanea) con salmuera al 8% (Figura 6.6A) obtuvo
una puntuacion mayor (4,72) que los otros tratamientos, con defectos importantes.
En términos de uniformidad, el tratamiento PB 99 destacé con una puntuacién

ligeramente superior (8,36).

En la valoracion de olor y sabor, el tratamiento PB 98 presentd menor acidez
y amargor con salmuera al 6%. En general, para el mismo aspecto, pero con
salmuera al 8%, se observé un aumento del amargor y un mayor sabor a aceituna,
aunque también un sabor mas pronunciado a pasteurizado (levadura). La
evaluacién del aspecto interno para los tres tratamientos con salmuera al 6% no
mostré diferencias significativas. Sin embargo, el tratamiento PB 99 con salmuera
al 8% se destaco notablemente, obteniendo las mejores puntuaciones en firmeza,
fibrosidad, piel, homogeneidad, desprendimiento del hueso y relacion pulpa-hueso.

En la valoracion global, los dos subtratamientos de fermentacién inoculada
con la levadura PB 99. con salmuera al 6% y al 8% fueron los mas destacados
(Figura 6.7).
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VALORACION GLOBAL

PB98

FE* .G‘ PB99

PB99* o’ FE

P98*

Figura 6.7: Valoracion global de tratamientos (PB98, PB99 y fermentacion espontanea (FE)) de
elaboracién de aceituna de mesa con salmuera al 6 y 8% (representadas con un *). Escala
maxima 10 y minima 0.

DISCUSION

El sabor y aroma (en su conjunto denominado flavors) son factores claves
en la evaluacién de la calidad de la cerveza y un elemento crucial de aceptacion
por parte del consumidor (Betancur et al., 2020). EI empleo de aditivos (jugos,
extractos de frutas o quimicos sintéticos, entre otros) y manejos fisicos de la
fermentacidn, se generan en respuesta a dicha demanda. Como se ha mencionado
a lo largo de este trabajo, la demanda de los consumidores por productos mas
saludables y funcionales ha mostrado un acelerado proceso de expansion. Las
levaduras como agentes fermentativos y productores de aromas, en la actualidad,
representan una herramienta relativamente inexplorada como medio de
diversificacidon de las cervezas locales para obtener productos funcionales (Budroni
et al., 2017; Nasuti y Solieri, 2024).

La funcionalidad del producto elaborado esta acompanada de la seguridad

del mismo. Es ampliamente conocido que la descarboxilacion de aminoacidos
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representa una actividad potencialmente negativa porque conduce a la formacion
de aminas biogénicas (AB) en alimentos y bebidas fermentados en los que estan
presentes varios aminoacidos precursores (Goni y Azpilicueta, 2001). Diversos
estudios llevados a cabo con las mismas especies evaluadas en el presente trabajo,
determinaron la capacidad de producir AB a partir de arginina e histamina, por parte
de levaduras como W. anomalus, H. uvarum, Saccharomyces cerevisiae y P.
kudriavzevii (Zullo et al., 2019; Siesto et al., 2022; Fernandez-Pacheco et al., 2021).
Los aislamientos evaluados en este trabajo de tesis no registraron produccion de
AB, a partir de los precursores evaluados, donde se destaca que esto es una
caracteristica intraespecifica. Ademas, en la cerveza, la malta y el lupulo también
pueden aportar aminas bidgenas, especialmente putrescina, agmatina,
espermidina y espermina. Sumado a esto, durante el malteado existe una evidente

formacién de aminas.

Una vez que se confirma la inocuidad de un cultivo starter, es posible
emplearlo como agente fermentador seguro del mosto cervecero. En la actualidad,
el uso de cultivos starters autoctonos esta ganando atencién ya que ofrecen varias
ventajas en términos de adaptabilidad a nichos estresantes y diferenciacion del
producto final. Los alimentos funcionales con microorganismos multifuncionales,
particularmente con caracteristicas probidticas, son de interés en la investigacion
ya que responde a la demanda de los consumidores de productos que fomentan el
bienestar y beneficios para la salud (Perpetuini et al., 2020). El uso de este enfoque
ha ido creciendo recientemente como resultado de un mayor interés en innovar y
generar nuevas cervezas (Canonico et al., 2021; Zendeboodi et al., 2021). Ademas,
las levaduras pueden contribuir positivamente durante la produccién de bebidas

alcohdlicas con diferentes aromas y sabores.

Las fermentaciones conducidas por la levadura S. cerevisiae PB 101,
presentaron menor liberacion de CO:2 y, consecuentemente, menor produccién de
etanol comparada con la cepa comercial US05. Ambas fermentaciones finalizaron
con pH acorde a una cerveza terminada. En cuanto al crecimiento poblacional del
starter, se registr6 mayor crecimiento poblacional de la cepa comercial US05, a
pesar de haber iniciado con la misma concentracion inicial. Dicha levadura finalizd

el proceso fermentativo con 8,21 Log UFC/mL, comparado con PB101 que finalizé
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con 7,74 Log UFC/mL. Es importante destacar, que tanto la cantidad como la
viabilidad microbiana en un producto con microrganismos probiéticos es relevante
a la hora de la ingesta por parte del consumidor. Por el contrario, Diaz et al. (2023)
alcanzaron mayor poblacion de las células de levaduras probidticas al finalizar el
proceso fermentativo. Consideramos que es adecuada la viabilidad al final de la

fermentacién que se obtuvo en el presente estudio.

Luego del proceso de fermentacion de la cerveza, la misma es sometida a
una maduracién en frio. Por lo tanto, resulta relevante evaluar la viabilidad y
cantidad de células posterior a la etapa de maduracion. En otros estudios, S.
boulardii ha demostrado tener mayor porcentaje de viabilidad que S. cerevisae
luego de 36 dias de almacenamiento en frio (Mulero-Cerezo et al., 2019). Ademas,
en el presente estudio se detectd una concentracién de células viables superior a
1x10” UFC/mL después del tratamiento de simulacion gastrico, post
almacenamiento en frio. En el presente estudio, luego de 60 dias de
almacenamiento se registraron conteos superiores 1.07x108 UFC/mL al final en la
fase duodenal. Es muy importante mantener el recuento viable de microorganismos
probioticos en el producto final hasta su consumo (Sohrabvandi et al., 2010). En
general, se ha aceptado un nivel minimo de 108 UFC/mL a partir del cual ejerce
efectos benéficos sobre la salud del consumidor y, se recomienda que una ingesta
diaria de productos probidticos contenga aproximadamente 10° células viables
(Mortazavian et al., 2006).

Respecto al comportamiento tecnolégico a nivel fermentativo de las
levaduras ensayadas, los valores de porcentaje de atenuacion aparente
alcanzados fueron altos. Un estudio llevado a cabo por Postigo et al. (2021),
quienes emplearon levaduras del género Saccharomyces aisladas de ambientes
enoldgicos, observaron que los aislamientos autéctonos como la levadura
comercial empleada como control (US04), registraron una atenuacién de 68.9-72%

y 82.2 %, respectivamente.

Asimismo, las levaduras aisladas de ambientes enoldgicos, no cuentan con
las enzimas necesarias para el consumo de maltotriosa perteneciente al mosto
cervecero, es por este motivo que puede haber una atenuacién menor comparada

con las levaduras comerciales. Esto se debe a que las cepas S. cerevisiae de vino
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presentan un gen AGT1/ MAL11 que contiene un codén de parada prematuro, lo

que conduce a una pérdida de funcién (lattici et al., 2020).

A nivel aromatico, algunas cepas de levadura Saccharomyces, el fenotipo
POF+ (polifenol positivo) resulta de la descarboxilacion activa de derivados del
acido cinamico. Este caracter de “sabor fendlico” requiere 2 enzimas, una
descarboxilasa del acido fenilacrilico (PAD1) y una descarboxilasa del acido
ferulico. Un estudio de levaduras cerveceras industriales revel6 una amplia gama
de actividad PAD (Vanbeneden et al., 2008). De 157 cepas secuenciadas de S.
cerevisiae, la mayoria de las cepas seleccionadas para su uso en bebidas
alcohdlicas han perdido la funciéon de descarboxilacion del acido cinamico (Mukai
et al., 2010). Se encuentra una variedad de mutaciones de pérdida de funcion en
Pad1, Fdc1 o en ambos entre las cepas de cerveza, vino y sake (POF-); sin
embargo, todas las cepas secuenciadas que pertenecen a grupos "salvajes”,
industriales o de panificacion conservan la actividad de POF +. Entre las cepas
secuenciadas se encuentran 3 cepas de cerveza de trigo bavara, donde la actividad

POF+ es esencial para el caracter de clavo/especia atribuido al 4-VG.

En cuanto al analisis sensorial, la cerveza fermentada con el starter PB101
revelé en aroma notas a banana, clavo de olor y fruta madura mas pronunciados,
diferenciandose al control por tener notas a lupulo, malta y manzana. En cuanto al
descriptor gustativos “acidez” y “dulce” se obtuvo mayor puntuacion para la cerveza
fermentada por PB101, ademas fue menos amarga y astringente con menor cuerpo
e intensidad que la cerveza conducida por US05. Es importante destacar que las
notas fendlicas no son deseadas en todos los estilos de cerveza, pero si en aquellas

estilo Belgas.

El sabor, aroma y estilo de cualquier cerveza esta determinado, en gran
parte, por la cepa de levadura empleada junto con la composicion del mosto
(Stewart et al., 2016). En este estudio se empled una cepa S. cerevisiae PB101 que
resultdé en una cerveza con caracteristicas aromaticas y de sabor que se sugiere
para estilo belga. Este estilo de cerveza se caracteriza por un perfil sensorial acido

sabor a malta dulce y afrutado (Cantos et al., 2023).

Postigo et al. (2021) del pool de levaduras evaluadas en su estudio un 70.9%
presentaron una produccion moderada de H2S (Tipo Il), mientras que el 10,3%
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mostré una produccién alta, incluyendo la cepa comercial S-04 (Tipo 1)y el 18,8%
una produccion nula a baja. El H2S es un compuesto volatil no deseado, ya que es
responsable del olor a "huevo podrido", enmascarando asi otros aromas en la
cerveza (Briggs, 2004). En este mismo estudio, tres aislamientos de las que se
seleccionaron para elaborar cerveza a pesar de estar dentro del tipo Ill en cuanto

a produccion de HzS, al igual que la cepa S04, no presentaron aromas no deseados.

Por sus mejores aptitudes fermentativas se utilizé la unica levadura del grupo
Saccharomyces para llevar a cabo la fermentacion de mosto cervecero, el resto de
los aislamientos no-Saccharomyces podrian ser utilizadas para estudios
posteriores para produccion de cerveza baja en etanol en cultivos secuenciales.
Hoy en dia, las especies de levaduras denominadas 'no convencionales' han sido
reevaluadas y han mostrado caracteristicas interesantes para usos especificos. En
los ultimos afos se esta explorando el uso de levaduras no convencionales en la
fermentacién de la malta para obtener cervezas con contenido reducido de etanol,
pero también para otras aplicaciones relacionadas con la calidad de la cerveza
(Bellut et al., 2019; Koztowski et al., 2021). La deteccion de levaduras en busca de
variantes naturales que produzcan menos alcohol es una forma interesante de
obtener cepas de levadura "bajas en alcohol". Varios estudios muestran que las
levaduras no- Saccharomyces utilizadas en inoculacion secuencial o co-
inoculacién con S. cerevisiae pueden desarrollar un menor rendimiento de etanol

durante las fermentaciones de vinos o cervezas (Mestre et al., 2019).

De acuerdo a Bonatsou et al. (2017), la presencia de levaduras durante el
proceso fermentativo de las aceitunas de mesa en todo el mundo es muy comun,
particularmente especies de los géneros Candida, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Debaryomyces y Wickerhamomyces .La presencia de
Wickerhamomyces anomalus (antes llamada Pichia anomala) en aceitunas en
salmuera directa, y en aceitunas de mesa en general, ha sido previamente citada
(Hernandez et al., 2007, Bautista-Gallego et al., 2011, Arroyo-Lépez et al., , 2012,
Doulgeraki et al., 2012). Coincidentemente, en el presente estudio las levaduras
con mayor tolerancia a condiciones de salinidad elevadas, y a valores de pH bajos
y altos pertenecieron al a especie W. anomalus (PB 97, 98 y 99). Esta especie esta

adaptada para crecer en las condiciones ambientales que impulsan las
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fermentaciones de las aceitunas de mesa, como el pH bajo y las altas

concentraciones de NaCl (Bonatsou et al., 2015).

En cuanto al seguimiento de la poblacién de W. anomalus se observé que la
poblacién se mantuvo a lo largo de la fermentacién y que no interfirieron en la
fermentacidén lactica. Las levaduras pueden alcanzar niveles poblacionales
superiores a 10 UFC/mL en este vegetal fermentado, afectando las caracteristicas
organolépticas y nutricionales del producto final (Garrido-Fernandez et al., 1997,
Rodriguez-Gomez et al., 2010; Arroyo-Lopez et al., 2012). En este estudio la
poblacion de W. anomalus no superaron el orden de 10° UFC/mL, de igual manera

influyeron notablemente en las caracteristicas del producto final.

Romero-Gil et al. (2013) y Bonatsou et al. (2015) informaron valores similares
para NaCl de 166,9 g/L y 163,2 g/L para diversas cepas de W. anomalus aisladas
del procesamiento de aceitunas de mesa, respectivamente, valores muchos
mayores comparados con los registrados en el presente estudio. Bevilacqua et al.
(2013) también reportd la resistencia de esta especie a elevadas concentraciones
de salinidad (> 8%) y pH alcalinos. Después de 48 h a pH 8, la cepa de W. anomalus
tuvo un indice de crecimiento de 87,14%. Durante la ultima etapa de la
fermentacién, las levaduras se convierten en microorganismos dominantes vy
desarrollan las caracteristicas organolépticas de la aceituna de mesa (Bevilacqua
et al., 2013). Por lo tanto, las levaduras deben tolerar diferentes rangos de pH,
aunque el pH de la salmuera de los medios de fermentacion naturales no desciende
por debajo de 2,5 este valor es importante para comprobar las caracteristicas
probidticas de las levaduras de olivo (Bevilacqua et al., 2013). Mujdeci et al. (2021)
estudiaron diferentes especies de levaduras, pero solo las cepas que pertenecen a
C. hellenica, A. pullulans, K. apiculata, C. pelliculosa y W. anomalus podrian crecer
a un pH de 2,5. Si bien en este estudio para la caracterizacion tecnologia no se
estudid la tolerancia a este pH, la evaluacidon de la tolerancia al tracto
gastrointestinal hace inferir que toleran dicho pH. De igual manera, en este trabajo
se considera que el rasgo mas importante fue el crecimiento de la levadura a pH
alcalinos, ya que es una caracteristica importante para las aceitunas tratadas con
lejia. Aunque las aceitunas generalmente se lavan al menos dos veces después del
desamargo, inmediatamente después de la salmuera el pH es bastante alto. Por lo
tanto, la capacidad de la levadura para crecer a un pH relativamente alto es un
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rasgo positivo, ya que podria asegurar la prevalencia de la levadura también al
comienzo de la fermentacion, cuando el numero de LAB es bastante bajo (Kailis y
Harris, 2007).

En cuanto a lo que son las caracteristicas enzimaticas de PB 98 y PB 99
(previamente expuesto en Capitulo 5), estas poseen actividad lipasa y catalasa y
B-glucosidasa positiva. Las actividades enzimaticas son relevantes en las
levaduras, ya que aportan a las caracteristicas organolépticas de los productos
finales, por ejemplo, sabor, textura y seguridad (Mujdeci et al., 2021). Los lipidos
son el principal componente de las aceitunas, por lo que el efecto lipolitico es una
propiedad tecnoldégica deseable de las cepas de levadura que aumentan el perfil
aromatico de las aceitunas de mesa (Arroyo-Lopez et al., 2012). Diferentes autores,
(Hernandez et al., 2007; Rodriguez- Gomez et al., 2010; Rodriguez-Gomez et al.,
2012; Bevilacqua et al., 2012) informaron que los componentes que contribuyen al
sabor de la aceituna de mesa son glicerol, etanol, ésteres y otros compuestos
volatiles que pueden generarse por el catabolismo de los acidos grasos libres.
Contrariamente a los resultados del presente trabajo, en un estudio realizado por
Mujdeci et al. (2021) todas las levaduras de la especié W. anomalus ensayadas no

presentaron actividad lipasa.

Se sabe que la enzima catalasa previene la oxidacion de los acidos grasos
insaturados y la formacion de peroxido (Bevilacqua et al., 2009), por lo que la
actividad catalasa es importante dado que ejerce un importante efecto beneficioso
en la fermentacion de aceitunas de mesa. Los resultados de levaduras W.
anomalus catalasa positiva del presente estudio son coincidentes con los de otros
autores (Hernandez et al., 2007; Silva et al., 2011; Mujdeci et al., 2021).

La presencia de actividad B- glucosidasa resulta destacable dado que
contribuye con la hidrdlisis del glucdsido oleuropeina, eliminando el amargor natural
presente en las aceitunas (Psani y Kotzekidou, 2006, Arroyo-Lopez et al., 2012). Si
bien en el ensayo se realizé tratamiento con NaOH, estas levaduras pueden haber
colaborado en la mejora de las propiedades organolépticas respecto al amargor por
presentar esta actividad. Bautista-Gallego et al. (2011), Tofalo et al. (2013) y
Mujdeci et al. (2021) han reportado alta actividad B-glucosidasa en cepas W.

anomalus para la fermentacion de aceitunas y evidenciaron una reduccion del
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amargor. Las cepas PB98 y PB99 del presente estudio podrian proyectarse para
estudios de fermentacién de aceitunas sin tratamiento de lejia. Esta actividad a la

vez se relaciona con actividad antioxidante y antimicrobiano.

En cuanto a la actividad proteolitica, solo se detectdé en PB98 (capitulo 5).
Esta actividad es ambigua ya que varios autores la consideran indeseable porque
podrian producir ablandamiento de los frutos (Hernandez et al., 2007; Bautista-
Gallego et al., 2011). Otros autores consideran que pueden promover el potencial
probiotico (Syal & Vohra, 2013), ya que contribuyen a la mejora de la digestion de

proteinas en el tracto gastrointestinal (Oliveira et al., 2017).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el analisis sensorial, las dos
levaduras empleadas para la fermentacién impactaron positivamente en la calidad
general de las aceitunas de mesa. Las aceitunas de mesa elaboradas con la cepa
PB99 obtuvieron una valoracién general significativamente superior respecto al
tratamiento PB98 y control (fermentacion espontanea). Estos podrian indicar que
esta levadura influye en las caracteristicas organolépticas. Aunque es necesario
profundizar en los estudios sobre este aspecto, numerosos estudios reportan que
las levaduras en esta matriz fermentativa producen compuestos como glicerol,
etanol, alcoholes superiores, ésteres y otros compuestos volatiles que pueden
desempenfiar un papel importante en la generacién de sabor y el mantenimiento de
la textura durante el procesamiento de aceitunas de mesa (Arroyo-Lopez et al.,
2008; Garrido et al., 1995). De esta forma, Sanchez et al., (2000) y Montano et al.,
(2003) informaron sobre la formacion de acido acético, acido succinico, acido
férmico, etanol y acetaldehido durante la fermentacion de aceitunas verdes. Aponte
et al. (2010) mencionaron la presencia de un numero considerable de compuestos
volatiles durante la fermentacidon de la aceituna de mesa siciliana, dominada
principalmente por levaduras. La mayoria de estos compuestos derivan de la
degradacion de acidos grasos poliinsaturados a través de vias de lipoxigenasa.
Encontraron hidrocarburos como el octano y aldehidos como el heptanal, el octanal
y el 2-nonenal. Las actividades lipasa exhibidas por diversas especies de levaduras
de olivo también podrian mejorar el perfil aromatico de las aceitunas fermentadas
al aumentar su contenido de acidos grasos libres, que podrian ser precursores de
diversos compuestos aromaticos como el propanol o el 2-butanol (Hernandez et al.,
2007; Rodriguez-Goémez et al., 2010; Rodriguez-Goémez et al., 2012).
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La influencia positiva de las cepas de levaduras en la calidad de las
aceitunas de mesa destaca su papel crucial en la fermentacion, abriendo nuevas
posibilidades para optimizar y diversificar los procesos de elaboracién de este
apreciado alimento. Los datos obtenidos en este trabajo demuestran el alto
potencial de aplicacion tecnoldgica de los aislamientos de W. anomalus PB 98 y 99.
Ademas, la posible adicion de levaduras probidticas en la fermentacion de
aceitunas de mesa plantea nuevas cuestiones a resolver en términos de
rentabilidad y aceptacion por parte de los consumidores, pero también puede
mejorar todo el proceso de produccion, afectando positivamente el perfil aromatico
y sensorial, la vida util del producto y proporcionando propiedades adicionales que
promueven la salud de los consumidores. Ademas, el desarrollo de aceitunas de
mesa probidticas podria tener un impacto econémico positivo, teniendo en cuenta
que es un producto de importancia regional, ya que agrega valor al producto

otorgando mayor relevancia para el mercado.

CONCLUSIONES

e La levadura S. cerevisiae PB101 empleada como cultivo starter de
cerveza tipo Ale sin filtrar alcanzo resultados deseables. De acuerdo
con el perfil sensorial generado, aromas a clavo de olor y banana y
sabores levemente mas acida y dulce, se propone evaluar su uso en
fermentaciones estilo Belga. Ademas, resulta importante escalar las
fermentaciones para analizar el comportamiento de la levadura.

o Laslevaduras W. anomalus PB98 y PB99 se emplearon como cultivos
starters de fermentaciones de aceituna de mesa culminando
exitosamente las fermentaciones. Las levaduras con aptitudes
probidticas se adaptaron al sistema fermentativo de aceitunas, no
proporcionaron aromas ni sabores indeseados y no intervinieron con

la fermentacion lactica espontanea.
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CONCLUSIONES GENERALES

» Los resultados obtenidos permiten aceptar la hipétesis planteada en este
plan de trabajo.

Este trabajo investigacion reveld6 una presencia notable de levaduras no-
Saccharomyces con aptitudes para ser consideradas probidticas, superando en
numero a las cepas de Saccharomyces.

» A pesar de su origen de aislamiento en alimentos, se descarto el 31% de
los aislamientos de levaduras debido a la deteccion de rasgos potencialmente
virulentos. Se destaca que 15 levaduras demostraron resultados satisfactorios
incluso en las condiciones adversas del tracto gastrointestinal.

»De las 15 levaduras seleccionadas, de acuerdo con los ensayos
realizados, algunas no presentaron aptitudes relacionadas con la adhesion, sin
embargo, no se consideré como criterio de eliminacion.

» De las cepas seleccionadas, cuatro mostraron actividad antimicrobiana
contra enteropatdogenos del tracto gastrointestinal, mientras que otras cuatro
demostraron una reduccion significativa de los niveles de colesterol en ensayos in
vitro.

» Es importante resaltar que, hasta la fecha, no se han registrado
antecedentes de estudios de asociacion e invasion de Salmonella realizados en
lineas celulares Caco-2, ni de estudios de inmunomodulacién en lineas celulares
Caco-luc en levaduras de origen enoldgico.

» La levadura Saccharomyces cerevisiae PB 101 es capaz de conducir de
forma satisfactoria el proceso fermentativo de la cerveza. De acuerdo con los
resultados del analisis sensorial, se recomienda evaluar la Levadura PB101 en
condiciones favorables para obtener cerveza estilo belga.

» En cuanto a las levaduras seleccionadas como starters para fermentacion
de aceitunas, las mismas no interfirieron con la fermentacion lactica espontanea, ni
aportaron caracteristicas indeseables. Se destaca el tratamiento inoculado con W.
anomalus PB 99, por sus propiedades organolépticas distintivas en comparaciéon
con una fermentacion espontanea.

La caracterizacion de aislamientos autdctonos permite no solo explorar sus
propiedades fisioldgicas, tolerancia a condiciones estresantes, si no también nos
llevara a explorar su uso potencial en la industria.
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PROYECCIONES

Las proyecciones futuras de este estudio se centran en:

Evaluacion y profundizacidon de las propiedades benéficas reportadas en
levaduras probidticas, con el objetivo de avanzar en la comprension de su
potencial aplicado. Aqui se describen las areas claves a explorar:

Profundizacion en Estudios de Propiedades Benéficas:

-Investigar con mayor profundidad las propiedades benéficas detectadas en
este trabajo en las levaduras, explorando su impacto en la salud y bienestar.

-Analizar los mecanismos subyacentes de las propiedades probidticas para
obtener una comprension mas detallada de su accién y su posible aplicacion en
distintos contextos.

Coinoculacion con Cepas Comerciales y Saccharomyces
cerevisiae con aptitudes probioticas PB101:

- Optimizar las condiciones fermentativas y formular co-inoculos de las
levaduras no-Saccharomyces seleccionadas con cepas comerciales y la
levadura probiotica Saccharomyces cerevisiae PB101.

- Evaluar las interacciones entre las diferentes cepas y su impacto en la
viabilidad y actividad probiotica, con el fin de identificar posibles sinergias
beneficiosas.

Incorporacién de Levaduras Probioéticas Encapsuladas en
Matrices Alimentarias:

Primero propondria Optimizar las condiciones de encapsulaciéon y viabilidad....

-Investigar la viabilidad y eficacia de la incorporacién de levaduras probidticas
encapsuladas en diversas matrices alimentarias.

-Evaluar la estabilidad de las encapsulaciones y la liberacion controlada de las
levaduras probidticas en condiciones simuladas del tracto gastrointestinal.
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Bioprospeccién con Aplicaciones Postbidticas, Prebiéticas y
Simbiéticas:

-Realizar un estudio exhaustivo para identificar aplicaciones postbidticas,
prebioticas y simbidticas de las levaduras probidticas seleccionadas.

-Explorar la posibilidad de utilizar estas levaduras en combinacion con otros
compuestos beneficiosos para potenciar sus efectos positivos.

Estas proyecciones no solo contribuiran al conocimiento cientifico en el campo de
las levaduras probidticas, sino que también son directamente aplicables a la
industria alimentaria y redunda en efectos beneficiosos sobre la salud del
consumidor. Las estrategias de coinoculacién y encapsulacion, y las interacciones
sinérgicas que resulten, son herramientas que promueven nuevas oportunidades
para desarrollar productos alimentarios funcionales y terapias probidticas
avanzadas.
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ANEXO

Tabla 1: Porcentajes de supervivencia de fase gastrica (G) y fase duodenal
(D) simulada, respecto a lo al conteo inicial de cada fase en dos puntos de
medicioén (T1) y (T2)

Nomenclatura | G inicial

PB 15
PB 48
PB 50
PB 51
PB 52
PB 53
PB 100
PB 54
PB 56
PB 57
PB 58
PB 101
PB 97
PB 98
PB 99
PB 101

9,12E+07
6,48E+07
3,35E+08
3,30E+07
2,94E+07
7,44E+07
8,22E+07
6,51E+07
4,53E+08
2,15E+08
2,91E+07
5,70E+07
8,94E+07
6,48E+07
7,44E+07
5,70E+07

G (T1)
91,44
93,55
87,23
99,74
93,33
98,00
98,52
91,29
95,54
98,78
95,34
99,55
98,10
98,00
99,42
99,55

G(T2)
94,57
93,49
94,95
96,33
95,14
93,47
96,90
92,01
92,01
92,01
92,01
92,24
92,11
99,26
92,22
92,24

D inicial

3,82E+07
3,10E+07
2,79E+07
8,50E+06
2,68E+07
6,54E+07
1,92E+07
4,68E+07
7,82E+07
8,21E+07
1,21E+07
1,43E+07
4,62E+07
2,88E+07
8,70E+06
1,43E+07

D (T1)
87,09
89,94
86,68
83,47
88,79
94,13
81,00
99,55
97,84
97,23
95,94
93,56
90,82
75,06
93,14
93,56

D (T2)
83,83
83,72
79,67
77,87
83,73
92,42
83,23
99,24
94,52
91,17
87,27
87,13
84,70
83,60
84,01
87,13
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Figura 1: planilla de valoracién utilizada en la cata de cerveza
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c) Aspectos Internos d) Valoracién Global: .................
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tratamiento de prebidticos fina | 9 Optima
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u so | 54 , Fibrosidad buena calidad
r 4_~ v | i Algun defecto externo 6 Buena
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e . G i S Olores y sabores apagados
b = h P P Textura aceptable S Regular
( A~ e Aspecto externo algo
! . defect
Perceptibles o e 4 Mediocre

Olores y sabores anomalos
S = ‘ Textura algo defectuosa

3 < e Defectos externos claros
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Textura defectuosa

. = ‘ piel Grandesy/o Defectos extremos inadmisibles | 2 Muy mala
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Figura 2: Planilla de evaluacidn utilizada para la cata de aceituna de mesa




Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

AR 2 L)

Figura 3: cata de cerveza elaborada con asilamiento PB 101. Instalaciones de la cerveceria
artesanal Ancestral, San Juan Argentina.

193



Tesis Doctoral Vergara Alvarez, Silvia Cristina

Figura 4: cata de cerveza elaborada con asilamiento PB 101
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Figura 5: tratamientos de aceitunas de mesa al inicio (A) de la fermentacion y al final (B).
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Figura 6: Panel entrenado de la Asociacion Sanjuanina de Sommeliers, participando
de la cata de aceituna de mesa elaborada con microorganismos potencialmente

probidticos.
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