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INTRODUCCION

Los probioticos se definen como ‘microorganismos vivos que, administrados en cantidades
adecuadas, otorgan beneficios a la salud del huésped’ (Hill y col., 2014). La dosis, para que los
mismos ejerzan efectos positivos en el huésped, varian dependiendo de la cepa y el alimento en
el cual se incorporan, pero se recomienda un nivel de 10® a 107 UFC/mL o g (Palanivelu y col.,
2022). Ademas de demostrar el potencial probi6tico o funcional de las cepas, cuando se piensa
en incorporarlas a un producto, se debe tener en cuenta su capacidad de supervivencia en la
matriz del mismo y su susceptibilidad a procesos tecnoldgicos de elaboracién y almacenamiento.
Por lo expuesto, en este trabajo se objetivd determinar la resistencia de cepas de lactobacilos,
aisladas de fuentes no convencionales, durante el almacenamiento congelado en leche
descremada y la tolerancia a la acidez en bebida de soja.

OBJETIVOS

1. Evaluar la resistencia tecnoldgica de cepas de lactobacilos al almacenamiento congelado.
2. Evaluar la resistencia de las cepas a la acidez.
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2.1. Analizar la tolerancia al pH &cido en muestras de bebida de soja.
2.2. Determinar la viabilidad durante el almacenamiento refrigerado.

METODOLOGIA

En ambos ensayos se trabajé con 10 cepas de lactobacilos, aisladas a partir de muestras de
exudados muestras vaginales de mujeres sanas. Las mismas corresponden a las especies:
Lactobacillus gasseri (7 cepas) y L. crispatus (3 cepas).

Resistencia al almacenamiento congelado.

Cultivos overnight de las cepas (22 hs, 37°C, anaerobiosis) en caldo MRSc (MRS + 0,1% cisteina)
fueron centrifugados (4000 g, 8°C, 20 min), lavados con buffer PBS (pH 7,2), concentrados y
resuspendidos en leche en polvo descremada estéril reconstituida al 20% (p/v).

Se prepararon alicuotas y se conservaron a -20 y -80°C. Se determind la viabilidad celular
mediante recuentos mensuales, en superficie, en agar MRSc (37°C, 48 hs, anaerobiosis) durante
6 meses. El ensayo se realiz6 por duplicado.

Se expresé la pérdida de la viabilidad celular como delta (A) del logaritmo de la concentracion
(UFC/mL), segun la Ecuacién 1.

Ecuacion 1.

UFC UFC UFC
Alog [H] = log [ ](t:O) — log |

](tzfinal)

mL mL

Resistencia a la acidez y al almacenamiento refrigerado.

Las cepas fueron concentradas (108 UFC/mL) y resuspendidas en muestras de bebida de soja
comercial, previamente acidificada con &cido lactico (simulacion de fermentacion), alcanzando un
pH final de 4,60. Las muestras se almacenaron durante 1 mes a 5°C, en refrigerador. Se
determind la viabilidad de los lactobacilos a tiempo: 0, 7, 14, 21 y 28 dias, mediante recuento en
agar MRSc (37°C, 48 hs, anaerobiosis). El ensayo se realizé por duplicado.

Se expresé el resultado de la determinacion de la viabilidad celular como promedio (x) +

desviacion estandar (DE), en graficas de tendencia; y la pérdida de la viabilidad celular segun la
Ecuacion 1.

RESULTADOS

Resistencia al almacenamiento congelado.

La Tabla 1 muestra la variacion de la viabilidad celular luego de 6 meses de almacenamiento a -

80°C y -20°C.
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Tabla 1. Pérdida de la viabilidad de los lactobacilos vaginales almacenados a -80°C Y -20°c, luego de 6

meses.
Cepa Variacién de la viabilidad de
los lactobacilos
(A log UFC/mL + SD)
-80°C -20°C
L. gasseri M5 0,14 £ 0,37 0,88 +0,14
L. gasseri M7 0,09 £ 0,04 0,75+0,05
L. crispatus M27 0,33+0,12 1,72 £0,28
L. crispatus M30 0,39 £0,19 1,32 £ 0,46
L. crispatus M32b 0,10 £ 0,05 0,76 £ 0,02
L. gasseri M43 0,10 £ 0,07 0,75+ 0,07
L. gasseri |2 0,58 +£ 0,03 1,00 + 0,38
L. gasseri |8 0,05 £ 0,02 0,50 £ 0,25
L. gasseri 128 0,15+0,16 0,85+ 0,03
L. gasseri130b 0,16 + 0,07 0,71 +0,23

Tomando como referencia que una buena
supervivencia tiene un A log UFC/mL < 1
(Sarquis y col.,, 2019), la viabilidad de
todas las cepas almacenadas a -80°C fue
satisfactoria. La pérdida de la viabilidad
oscil6 entre 0,05y 0,58 log UFC/mL.

En cuanto a las cepas almacenadas a -
20°C, la mayoria mostré6 una buena
supervivencia, excepto L. gasseri 12, L.
crispatus M30 y L. crispatus M27, con una
disminucion de 1,00, 1,32 y 1,72 A log
UFC/mL, respectivamente. La pérdida de
la viabilidad de las demas cepas oscild
entre 0,50 y 0,88 A log UFC/mL.

Resistencia a la acidez y al almacenamiento refrigerado.

La tolerancia de las cepas
resuspendidas en muestras de
bebida de soja previamente
acidificada fue satisfactoria,
alcanzando valores cercanos a
108 UFC/mL (tiempo 0). La
Figura 1 presenta los resultados
de la supervivencia de los
lactobacilos, durante 4 semanas
ab5°C.

En cuanto al almacenamiento
en dicha matriz, solo L. gasseri
M43 tuvo una pérdida completa
de la viabilidad luego de 28 dias.
Las cepas mas resistentes con
una reduccién menor a 1,5 A log
UFC/mL (Sarquis y col., 2019),
como se observa en la Tabla 2,
fueron L.crispatus M27,
L.crispatus M30 y L.gasseri 128.

log UFC/mL

Viabilidad durante almacenamientoa 5 °C a pH 4,60
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Figura 1. Resultados de la determinacion de viabilidad celular de
las cepas almacenadas a 5°C, en bebida acidificada (pH 4,6)
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Tabla 2. Pérdida de la viabilidad de los lactobacilos vaginales almacenados a 5°C, luego de 4 semanas.

Cepa Variacién de la viabilidad de
los lactobacilos
(A log UFC/mL + SD)
L. gasseri M5 2,39 +0,12
L. gasseri M7 3,00 £ 0,26
L. crispatus M27 1,37 £ 0,20
L. crispatus M30 0,92 + 0,34
L. crispatus M32b 1,58 + 0,26
L. gasseri M43 5,91 £ 0,07
L. gasseri |2 518 +£0,12
L. gasseril8 1,90 + 0,06
L. gasseri 128 1,02 + 0,21
L. gasseri 130b 3,32+ 0,40
CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos indican que las cepas evaluadas pueden sobrevivir al almacenamiento
congelado, durante 6 meses, mas satisfactoriamente a -80°C que a -20°C. Esto es esperable ya
que, a velocidades de congelacidon mas lentas se forman cristales de hielo grandes que pueden
danar la integridad de las células. Las cepas mas resistentes, a ambas temperaturas, resultaron
ser L. gasseri 18, L. gasseri M7, L. crispatus M32b y L. gasseri M43. Como se menciond, para la
incorporacién de microorganismos probidticos en alimentos, se requiere una concentracion de
108-107 UFC/mL o UFC/g hasta su fecha de caducidad. Las cepas L. gasseri |8, L. gasseri |28, L.
crispatus M27, L. crispatus M30 y L. crispatus M32b se mantuvieron en este rango de valores en
el periodo de 28 dias evaluado. En base a estos resultados, las cepas L. gasseri 18y L. crispatus
M32b son potenciales candidatas a ser utilizadas como probi6ticos, ya que ambas demostraron
una buena supervivencia al almacenamiento congelado y a la acidez en bebida de soja.
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