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Resumen

La liofilizacion es el método mas utilizado por las colecciones internacionales de cultivos tipo para la conservacion de los
microorganismos. Bésicamente consiste en congelar rapidamente una suspensién de microorganismos y eliminar el agua
congelada como vapor de agua, sin pasar por el estado liquido intermedio. Por lo tanto, combina dos técnicas: congelacién y
sublimacién. El objetivo de nuestro trabajo ha sido el estudio de la influencia de la temperatura de congelacion sobre la viabilidad
final de levaduras vinicas tras el proceso de liofilizacién. Para ello se evalud la supervivencia de 11 cepas de diferentes especies de
levaduras pertenecientes a los géneros Saccharomyces, Issatchenkia, Pichia, Torulaspora, Candida, Hanseniaspora, Dekkera, y
Schizosaccharomyces sometidas a una liofilizacion de 16 horas tras congelacion a distintas temperaturas (-20°C, -80°C y nitrégeno
liquido). Los resultados obtenidos hasta el momento nos muestran que la congelacion en nitrégeno liquido disminuye drasticamente

la viabilidad tras la liofilizacian y que se obtienen supervivencias mucho mas elevadas cuando la congelacion se realiza a -20°C o a
-80°C. Los resultados son semejantes en todas las levaduras estudiadas, lo que permite concluir que se optimiza el proceso de
conservacion por liofilizacién de las levaduras cuando se congelan previamente a una temperatura de -20°C en lugar de en
nitrogeno liquido.
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1. Infroduccion

La liofilizacién es una forma de desecado en frio que sirve para conservar sin dafio los mas diversos
materiales biologicos. En el proceso, primero se congela el material, y luego el hielo se elimina por
sublimacién. En la industria podemos encontrar alimentos liofilizados como sopas, cafés, frutas finas como
frambuesas, frutas tropicales. También podemos liofilizar para su conservacion plasma sanguineo, suero,
soluciones de hormonas, productos farmacéuticos como vacunas. La forma y caracteristicas del producto final
son esencialmente las originales, debido a que a la baja temperatura que se opera, la pérdida de los
constituyentes volatiles se minimiza, se reduce el peligro de contaminacién microbiana y se evita la alteracion
de los enzimas. Es el proceso idoneo para sustancias termolabiles. Al ser despreciable la humedad
remanente, el producto puede ser almacenado por tiempo ilimitado. Debido a esta serie de ventajas la
liofilizacién esta considerada como el método mas adecuado para la preservacion de microorganismos y es el
método mas utilizado por las colecciones de cultivos piblicas. Este método de conservacion reduce el riesgo
de variacién de las propiedades bioguimicas, fisiologicas y genéticas de los microorganismos, permite su
conservacion durante largos periodos de tiempo, simplifica el uso industrial de los cultivos y facilita su
transporte y distribucién en lotes [1]. La capacidad de las levaduras de soportar la congelacién depende de
varios factores como son la fase de crecimiento, la temperatura de congelacion, el contenido intracelular en
trealosa, etc. [2]. La formacién de cristales de hielo grandes en el interior de las células es letal [3]. Para evitar
esta formacion de cristales es necesario estudiar la mejor temperatura de liofilizacion.

2. Material y Métodos
2.1 Especies de levaduras utilizadas en este trabajo

En este trabajo estudiamos 11 especies pertenecientes a 9 géneros de levaduras que se suelen
encontrar en vino. Las especies sometidas al estudio fueron las siguientes;
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ESPECIE CEPAS
Saccharomyces cerevisiae ENOLAB 2056
Pichia membranaefaciens CECT 11982

Issatchenkia orientalis CECT 10688
Pichia anomala CECT 1114
Candida stellata CECT 11046

Torulaspora delbrueckii CECT 1015

Metschnikowia pulcherrima CECT 11202
Hanseniaspora uvarum CECT 1444
Dekkera bruxellensis CECT 1451
Issatchenkia occidentalis CECT 11204
Schizosaccharomyces pombe CECT 10685

2.2 Protocolo de liofilizacién

Se parti6 de 100 mL de un cultivo puro de levadura crecida en medio liquido GPYA en fase
estacionaria (en la cual las células son usualmente mas resistentes). A continuacion se centrifugé el cultivo a
6000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Seguidamente se elimind el sobrenadante y las células se lavaron dos
veces con 100 mL de suero fisioldgico. Se recogieron las células por centrifugacion y se descarto el
sobrenadante, resuspendiéndose el sedimento en una mezcla de 2 mL de leche descremada estéril (Oxoid) y
1mL de glucosa estéril al 15%. Se realizé un recuento de viables de esta suspension en placas de GPYA por
duplicado. Se transfirieron 200 pL de suspension celular a diferentes viales de vidrio, que se distribuyeron en
3 lotes de fres viales que se congelaron, respectivamente, a -20°C, -80°C y en nitrégeno liquido. Los viales
sometidos a temperaturas de -20°C y -80°C permanecieron 1 hora en los congeladores antes de ser
introducidos en el liofilizador. Posteriormente, se introdujeron todos los viales en el liofilizador previamente
enfriado a -52°C. Se mantuvieron en el liofilizador durante 16 horas. A continuacién, se rehidrataron las
células de cada vial con 200 uL de suero fisioldgico estéril y tras realizar las oportunas diluciones seriadas se
sembraron en medio GPYA por duplicado. Las placas se incubaron durante 3-4 dias a 28°C y tras este
periodo se efectud el recuento, expresandose el resultado como ufc/mL. La relacién entre viables antes y
después de la liofilizacion nos permitio el célculo el porcentaje de supervivencia tras la liofilizacion realizada a
diferentes temperaturas de congelacion.

Los resultados de supervivencia de los cultivos se procesaron mediante el programa estadistico
"Statistica V.8". Se llevd a cabo un andlisis de la varianza (ANOVA) para observar si las diferencias enfre
tratamientos eran estadisticamente significativas y, en los casos en los que fue asi, se realizaron
comparaciones "post-hoc” para comprobar qué tratamiento proporcionaba la mayor supervivencia.

3. Resultados y Conclusiones

Como podemos observar en la Figura 1, la temperatura que proporciond el porcentaje de
supervivencia mas bajo, en todos los casos estudiados, fue -196°C (correspondiente al N2 liquido ).

Todas las especies exhibieron un mayor porcentaje de supervivencia a -20°C que a -80°C, con la
excepcion de la especie Issatchenkia orientalis (CECT 10688), la cual exhibié mayor supervivencia a -80° C.
Las especies Dekkera bruxellensis (CECT1451), Saccharomyces cerevisiae (ENOLAB 2056), Issatchenkia
occidentalis (CECT 11204) y Schizosaccharomyces pombe (CECT 10685) mostraron una muy baja viabilidad
(inferior a 0.5 %) tras el proceso de liofilizacion a las tres temperaturas estudiadas. Por el contrario, las
especies Pichia membranaefaciens (CECT 11982), Candida stellata (CECT 11046) y Metschnikowia
pulcherrima (CECT 11202) mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 24% llegando incluso al 38.25%
en el caso de Pichia membranaefaciens para la temperatura de -20°C. La viabilidad de estas mismas
especies a -80°C mostrd ser 1.17 veces inferior frente a la viabilidad obtenida a -20°C.
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Fig1: Supervivenci

2 media, expresada en %, de las levaduras estudiadas en relacion a las distintas temperaturas de congelacion ensayadas. En
las cepas CECT 1451, 2056,11204 y 10685 no se aprecian en la figura por exhibir porcentajes de supervivencia muy reducidos.

Las diferencias observadas entre las distintas temperaturas ensayadas en este trabajo resultaron ser
estadisticamente significativas en todos los casos, con un pvalor <0.05. Un ejemplo de este estudio
estadistico se muestra en la Figura 2, en la que se puede apreciar claramente el efecto de la temperatura
sobre la supervivencia de la cepa de Hanseniaspora uvarum CECT 1444. La Unica cepa gue no mostrd un
pvalor significativo fue la cepa CECT 1114 (Fig.3).
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Fig.2. Resultados obtenidos cori la cepa CECT 1444 frente a las distintas temperaturas de congelacion previa
a la liofilizacion. (A: -80°C, B: -20°C, C: nitrégeno liquido)
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Fig3: Gréfica en la cual mostramos el comportamiento de fa cepa CECT 1114 frente a las distintas
temperaturas de congélacion previa a la liofilizacion. (A:-80°C, B: -20°C, C: nitrogeno liquido)
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Como conclusion se desprende que la congelacién con nitrégeno liquido disminuye drésticamente la
viabilidad de las levaduras vinicas sometidas a estudio, por lo que es aconsejable que el paso preyig de
congelacion se realice a -20°C, ya que es la temperatura que mejor resultados de supervivencia ha dadg enel
conjunto de las cepas analizadas, seguin se demuestra a partir del tratamiento estadistico de los datos,
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