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PALABRAS CLAVES RESUMEN

Liofilizacién Se evalud un protocolo de liofilizacién para la conservacion y produccién de un starter de
Aureobasidium pullulans Aureobasidium pullulans m11-2, una cepa autdctona de la regidn vitivinicola Oasis Sur de
Actividad pectinolitica Mendoza (Argentina), con capacidades de producir enzimas pectinoliticas de interés enoldgico.
Levaduras secas activas La cepa fue cultivada en condiciones controladas, cosechada en fase exponencial y sometida a

liofilizacién en presencia de distintas soluciones lioprotectoras. Su viabilidad y funcionalidad
enzimatica fueron determinadas durante 18 meses. Glutamato de sodio (2,4%) fue el lioprotector
mas eficaz, al permitir conservar tanto la viabilidad celular como la actividad pectinolitica tras
periodos prolongados de almacenamiento a 4 °C. La actividad enzimatica fue evaluada de forma
cualitativa mediante la formacion de halos de clarificacion en placas, que se mantuvieron
proporcionales al tamafio de las colonias. Dado que preservar la funcionalidad de levaduras no-
Saccharomyces representa un desafio biotecnoldgico relevante, este trabajo presenta un
protocolo estandarizado para la obtencién de levaduras secas activas (starters) con actividad
enzimdtica, aportando una alternativa Util para su uso industrial en procesos de vinificacion.

Freeze-drying of pectinolytic non-Saccharomyces yeasts for enological
starter production

KEYWORDS ABSTRACT

Freeze-drying, A freeze-drying protocol was evaluated for the preservation and production of a starter culture
Aureobasidium pullulan of Aureobasidium pullulans m11-2, an indigenous strain from the Oasis Sur wine region of
Pectinolytic enzymes Mendoza, Argentina, with the capacity to produce pectinolytic enzymes of enological interest.
Active dry yeasts. The strain was cultivated under controlled conditions, harvested at the exponential growth

phase, and subjected to freeze-drying in the presence of different lyoprotectant solutions. Its
viability and enzymatic functionality were assessed over 18 months. Sodium glutamate (2.4%)
was the most effective lyoprotectant, allowing the preservation of both cell viability and
pectinolytic activity during prolonged storage at 4 °C. Enzymatic activity was qualitatively
evaluated by halo formation on agar plates, which remained proportional to colony size. Since
preserving the functionality of non-Saccharomyces yeasts represents a relevant biotechnological
challenge, this work presents a standardized protocol for obtaining active dry yeasts (starters)
with enzymatic activity, providing a useful alternative for their industrial application in
winemaking processes.
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1. Introduccion

La vinificaciobn es un proceso microbioldgico
dindmico que involucra una amplia diversidad de
géneros, especies y cepas de levaduras. Si bien la
especie que se encarga de llevar a cabo Ia
fermentacion  alcohdlica es  Saccharomyces
cerevisiae, estudios previos demuestran que existen
otras levaduras en las primeras etapas de la
vinificacion (Barata et al., 2012). En los ultimos afios,
ha crecido el interés en la utilizacidn de levaduras no-
Saccharomyces durante el proceso de vinificacién
para contribuir a mejorar la calidad del vino
obtenido, debido a sus grandes potencialidades
(Martin et al., 2024).

Dentro de este grupo de microorganismos se
encuentra Aureobasidium pullulans, una de las
especies mas abundante en la superficie de la uva,
en el mosto fresco y en etapas muy tempranas de
fermentacion (Merin et al., 2015; Pinto et al., 2015;
Sternes et al.,, 2017). A. pullulans es un hongo
euascomycete dimdrifo, el cual presenta
innumerables aplicaciones a nivel industrial. En
vinificacion tiene gran importancia por su capacidad
de producir enzimas tales como pectinasas,
celulasas, proteasas, lipasas, xilanasas, lacasas,
amilasas, entre otras (Oskay, 2022). Particularmente,
las pectinasas cumplen un rol fundamental en la
degradacion de la pectina presente en la pared
celular de la uva, facilitando la extraccién del jugo,
optimizando el prensado, mejorando la clarificacion
y filtracién del vino, y promoviendo la liberacién de
compuestos de color y sabor que se encuentran
atrapados en la piel de la uva (Claus & Mojsov, 2018;
Longhi et al., 2022; Rio Segade et al., 2015).

En este contexto, diversas investigaciones han
explorado el uso de cultivos iniciadores (starters)
mixtos, que combinan cepas no-Saccharomyces con
S. cerevisiae, con el fin de generar enzimas in situ y
lograr vinos de mayor calidad (Binati et al., 2019;
Buzzini Pietro et al., 2017; Y. Chen et al., 2022;
Pietrafesa et al., 2020). Para ello, es necesario que
los cultivos iniciadores se mantengan viables y en
cantidad suficiente para que, al ser inoculados en los
mostos, desempefien  adecuadamente  sus
funciones.

Una de las estrategias mas utilizadas para conservar
cepas microbianas y mantener sus actividades
biolégicas a largo plazo es la liofilizacion. Este
proceso permite prolongar la vida util de los
microorganismos, posibilitando el almacenamiento
de grandes volumenes en forma de polvo durante
mas de un periodo de vendimia, sin pérdida de
propiedades fermentativas y/u organolépticas, con

beneficios financieros y proteccion frente a la
contaminacion (Nikolaou et al., 2020). En
vinificacion, se aplica para la obtencién de cultivos
iniciadores mixtos de levaduras secas
biolégicamente activas (LSA) que deben conservar
sus propiedades tecnoldgicas tras la preservacién.

La liofilizacion consiste en la sublimacion del hielo
intracelular bajo vacio, luego de una congelacién
previa, lo que detiene el metabolismo microbiano y
permite preservar los cultivos durante periodos que
pueden extenderse entre 5 y 20 afos, dependiendo
de la cepa (Burguet-Lago et al., 2014; Merivaara et
al.,, 2021). Sin embargo, la deshidratacion puede
inducir dafios estructurales en la membrana celular,
desnaturalizacién de proteinas y ADN, y reducciéon
significativa en la viabilidad celular al momento de su
rehidratacion (Dimitrellou et al., 2016; Wang et al.,,
2020; Wang et al., 2020; Wolkers & Oldenhof, 2021).

Para minimizar estos efectos, se emplean estrategias
como el control de parametros térmicos y cinéticos,
y el uso de lioprotectores, como azucares vy
aminodacidos (Polo et al., 2017; Yang et al., 2019).
Estos compuestos reducen el dafio celular tanto
durante la liofilizacion como en la fase de
rehidratacién, ayudando a conservar la actividad
fisioldgica de las células y su estabilidad a largo plazo
(Shu et al., 2017; H. Wang et al., 2020). No obstante,
aun no existe un lioprotector universalmente eficaz
para todas las cepas, ya que su efectividad depende
del tipo de microorganismo, por lo que resulta
imprescindible evaluar la supervivencia celular en
cada caso especifico (Avila et al., 2015; Burguet-Lago
et al., 2014). Entre los compuestos que han
demostrado propiedades protectoras se encuentra
ciertos azucares y polioles empleados en
concentraciones del 1 al 10% (Han et al.,, 2018).
Asimismo, extractos complejos como la leche, el
extracto de levadura o el mosto de uva han sido
propuestos como alternativas viables por su
composicion rica en proteinas, péptidos y otros
nutrientes celulares (Avila et al., 2015).

En este sentido, y considerando la importancia de
conservar cultivos iniciadores viables y funcionales
para su aplicacion en vinificaciéon, resulta
fundamental estudiar el efecto de distintos agentes
protectores durante la liofilizacién y su impacto
sobre la viabilidad celular y la funcionalidad
metabdlica posterior. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto de diversos
lioprotectores sobre cultivos puros de A. pullulans
m11-2, con el fin de obtener levaduras secas activas
mediante liofilizacién, y estudiar su estabilidad
durante el almacenamiento a 4°C, corroborando
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ademas la conservacion de su actividad enzimatica
post-liofilizacion.

2. Materiales y métodos

Microorganismos y medios de cultivo

El microorganismo utilizado fue una levadura del
género no-Saccharomyces, Aureobasidium pullulans
m11-2, previamente aislada y seleccionada por
nuestro grupo de trabajo, a partir de superficie de
uvas Malbec provenientes de la region vitivinicola
San Rafael, Mendoza, Argentina (Longhi et al., 2022).
La cepa forma parte de la Coleccién de Cultivos
“Biodiversidad San Rafael” de SCCM-AAM
(Asociacion Argentina de Microbiologia). Para su
cultivo se empled caldo YPD (g/L: extracto de
levadura, 10; peptona, 20; glucosa, 20; pH 4,5) y YPD
agarizado cuando se requirié en medio sélido (g/L:
agar, 20). Las incubaciones se realizaron en un bafio
termostatico con agitacidn (Semedix, SHZ-88) a 28°C
por 48-72 h a 100 rpm.

Caracterizacion morfoldgica

La caracterizacién morfoldgica de la cepa en estudio
se realizo a partir de cultivos desarrollados en medio
YPD agarizado a 28°C después de 3 a 7 dias de
incubacién. Para el analisis macroscépico, se
evaluaron caracteristicas de las colonias tales como
forma, tamafio, borde, textura, color y presencia de
pigmentos. La observacidon microscépica se llevd a
cabo mediante la preparacion de montajes simples:
se tomd una porcidn de colonia con ansa estéril y se
distribuyd sobre un portaobjeto con una gota de
agua estéril, cubriéndose con cubreobjeto. Las
preparaciones se observaron en microscopio ptico,
utilizando aumentos de 40x y 100x, con el fin de
examinar la morfologia celular y la formacion de
estructuras reproductivas, tanto en su fase
levaduriforme como micelial.

Soluciones lioprotectoras

Se prepararon soluciones acuosas de distintos
lioprotectores utilizando agua destilada estéril:
glutamato de sodio al 2,4%, extracto de levadura al
4%, fructosa al 10%, glucosa al 10%, leche
descremada al 10% y mosto de uva variedad Bonarda
(corregido a 18° Brix y pH 5,0). Todas las soluciones
fueron esterilizadas por filtracion mediante
membranas Millipore de 0,22 um de poro, a
excepcion de la leche, que se esterilizd en autoclave
a 121 °C durante 15 min. Los tubos Falcon se sellaron
con microfilm para asegurar una esterilidad
prolongada durante el almacenamiento.

Liofilizacion

La cepa en estudio se cultivé en 20 mL de caldo YPD
al 2% y se incubdé a 28 °C durante 24 h o hasta
alcanzar la fase estacionaria. Posteriormente, las
células se recolectaron mediante centrifugacion a
3000 xg durante 20 min; el precipitado resultante se
lavé una vez y se resuspendié en 1 mL de la solucién
lioprotectora. Dicha suspension se fracciond en
viales o ampollas de 300 pL para su posterior
liofilizacion. Los viales se colocaron inicialmente en
freezer a -40 °Cy, posteriormente, se sometieron a
liofilizaciéon en un equipo Rificor S.H. (L-A-E50-CRT,
Industria  Argentina), bajo las condiciones
recomendadas por el fabricante (temperatura de
congelado de producto: -36°C; vacio: 0,022 mmHg;
tiempo: 8 h). Una vez finalizado el proceso, los viales
se cerraron en condiciones de vacio utilizando el
sistema integrado del equipo de liofilizacién y se
almacenaron a 4 °C. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

Resistencia al proceso de liofilizacion

Inmediatamente  después del proceso de
liofilizacion, el material liofilizado fue resuspendido
en 300 plL de una solucién de sacarosa al 5% y se
incubd a 35 °C durante 10 min. Posteriormente, se
colocd en un agitador orbital a 65 rpm durante 5 min
a temperatura ambiente y, finalmente, se incubd a
28 °C durante 20 min.

La viabilidad celular (UFC/mL) se determind
mediante el método de diluciones seriadasy siembra
en superficie en placas de Petri. Para evaluar la
resistencia al proceso de liofilizacion, se definié un
factor de sobrevida (FS) segun la siguiente férmula:
< UFC____ UFC )
FS — 1 _ lnlcu[l]FC fina (1)

mL

inicial

Alternativamente, los resultados fueron expresados
como porcentaje de sobrevida, utilizando |Ia
siguiente ecuacion:

UFC

%Sobrevida = <%> * 100 (2)

MLinicial

Evaluacion de la viabilidad a lo largo del tiempo

Para analizar la estabilidad de la cepa liofilizada a lo
largo del tiempo, se conservaron viales a 4 °C vy, a
intervalos definidos, se realizaron pruebas de
viabilidad que consistieron en la rehidratacién de la
cepa ml11-2 liofilizada, seguida de diluciones
seriadas y siembras en superficie en placas de Petri
con medio YPD. Posteriormente, las placas fueron
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incubadas a 28 °C durante 48-72 h para realizar el
recuento de unidades formadoras de colonias (UFC).

Deteccion de actividad pectinolitica

La capacidad de la cepa para hidrolizar pectina se
evalué mediante el método de halos de clarificacién
de acuerdo a Merin et al. (2015). El cultivo se inoculd
de forma puntual sobre un medio de pectina-agar
(g/L: cloruro de calcio, 0,05; fosfato de potasio, 0,2;
sulfato de magnesio, 0,8; sulfato de amonio, 1;
sulfato de manganeso, 0,05; extracto de levadura, 1;
pectina citrica, 2; agar, 15; pH 4,5) y se incubd a
28°C durante 48-72 h. La actividad enzimatica se
evidencio por la aparicidn de halos claros alrededor
de las colonias, observables sobre un fondo marron-
purpura tras la adicion de solucion de Lugol.

Andlisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Las
diferencias significativas entre los valores medios de
cada tratamiento se evaluaron mediante la prueba
de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher,
con un nivel de significancia de 0,05. El analisis de los
datos se efectud utilizando el software InfoStat
(version 2022).

3. Resultados y Discusion

Caracterizacion morfoldgica de la cepa A. pullulans
m11-2

En la industria enoldgica, se requieren organismos
capaces de producir enzimas liticas que faciliten la
degradacion de la pared celular vegetal.
Aureobasidium pullulans ha sido ampliamente
reconocido por su eficiencia en la produccién de
enzimas hidroliticas (Longhi et al., 2022; Oskay,
2022). Aunque presenta fases de crecimiento
similares a las levaduras, es un organismo
multicelular con un ciclo dimdrfico, lo que le confiere
ventajas adaptativas y funcionales. Su presencia
predominante en la superficie de la uva y en etapas
tempranas de fermentacidn, junto con su capacidad
para liberar enzimas al medio, lo posicionan como
una herramienta biotecnoldgica prometedora en
vinificacion.

En el andlisis macroscépico (Figura 1A), la cepa
m11-2 desarroll6 colonias de forma circular con
margenes irregulares y superficie lisas, viscosas y
brillantes. Los diametros oscilaron entre 2 y 5 mm,
alcanzando hasta 9 mm tras 3 dias de incubacién en
medio YPD a 28 °C. lLa coloracién fue rosada
amarillenta, intensificandose con el tiempo hacia
tonos marrones oscuros o negruzcos. Este cambio
cromatico fue consistente con la produccion de
melanina, un pigmento asociado a la maduracion del

micelio y a mecanismos de proteccién frente a
conficiones ambientales adversas (Prasongsuk et al.,
2018). Las estructuras radiales superficiales
observadas se corresponden con hifas que no
forman micelio aéreo, lo que concuerda con lo
reportado con otras cepas de A. pullulans aisladas de
frutas y suelos (Chen et al., 2024; Zalar et al., 2008).

Desde el punto de vista microscépico (Figura 1B y
1C), se observo la coexistencia de dos tipos
morfoldgicos: conidios piriformes dispuestos
homogéneamente, algunos en proceso de gemacion
(fase levaduriforme), e hifas septadas con
conidiéforos terminales e intercalares que
generaban endoconidios (fase micelial). Esta
capacidad dimérfica es una caracteristica distintiva
de A. pullulans, relacionada con su versatilidad
metabdlica y su habilidad para colonizar distintos
nichos ecoldgicos (Gostincar et al., 2014). La
expresion simultdanea de ambas formas en la cepa
m11-2 refleja un estado de transicion vy
adaptabilidad a las condiciones del medio de cultivo.

En conjunto, las caracteristicas morfoldgicas
observadas en la cepa m11-2 coinciden con las
descripciones clasicas de A. pullulans, la cual se
encuentra registrada en GenBank bajo el nimero de
acceso PV659872.

Proceso de liofilizacion y conservacion de la cepa A.
pullulans m11-2

La liofilizacidn, ampliamente utilizada para conservar
cepas microbianas y mantener sus actividades
bioldgicas a largo plazo, prolonga la vida util de los
microorganismos, permitiendo almacenar grandes
volimenes de material seco por mds de un periodo
de vendimia. Este método mantiene propiedades
fermentativas y/u organolépticas, a la vez que ofrece
ventajas financieras y reduce el riesgo de
contaminacion (Nikolaou et al.,, 2020). Aunque
existen pocos estudios sobre la liofilizacion de
levaduras vinicas, investigaciones previas han
evaluado protocolos y la resistencia de cultivos
mixtos de Saccharomyces, no-Saccharomyces y
Oenococcus oeni, destacando la necesidad de ajustar
las condiciones especificas para cada cepa
(Bergenholtz et al., 2012; Bravo-Ferrada et al., 2018).

El efecto de la liofilizacién en A. pullulans m11-2 se
evalué siguiente como referencia la investigacion de
Martin et al. (2017), en la cual se comparé el impacto
de este proceso con el secado convencional a baja
temperatura en levaduras vinicas. El porcentaje de
viabilidad de la cepa liofilizada en presencia de
distintos agentes protectores se muestra en la
Figura 2.
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Figura 1. Caracterizacion morfoldgica de la cepa A. pullulans m11-2. Morfologia macroscdpica observada luego de 3 dias de
incubacion en medio YPD a 28 °C, seguida de 7 dias de conservacion a 4 °C (A). Morfologia microscdpica en su estadio
levaduriforme (B), donde se observan conidios piriformes distribuidos homogéneamente, algunos de ellos en proceso de
gemacion (blastoconidios). Estado micelial observado por microscopia (C), con hifas septadas que contienen estructuras
compatibles con enfoconidios formados de manera intercalar.
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad de A. pullulans m11-2
tras la liofilizacion con distintos lioprotectores: glutamato
de sodio 2,4% (GS); leche descremada 10% (L); glucosa
10% (G); fructosa 10% (F); extracto de levadura 4% (EL); y
mosto 18% (M). Los segmentos verticales indican
desviacion estandar (n=3).

De acuerdo con estos resultados, la cepa mostré
buena adaptacién a varios lioprotectores, como
glutamato de sodio (2,4%), fructosa (10%) y extracto
de levadura (4%), alcanzando un 100% de viabilidad
tras la liofilizacidn; en el caso de la glucosa (10%), el
porcentaje fue del 90%. En los restantes
tratamientos, la viabilidad fue significativamente
mas baja. En la Tabla 1 se presentan los recuentos
celulares finales, los cuales fueron suficientemente
elevados como para constituir un indculo
significativo por unidad de volumen. El agente mas
eficiente fue el glutamato de sodio, alcanzando un
valor de 4,04x10” UFC/mL.

Estos resultados coinciden con los reportados por
Martin et al. (2017), quienes observaron que las
cepas no-Saccharomyces presentaron niveles de
viabilidad significativamente superiores a los de
Saccharomyces tras la liofilizacién. De manera
similar, Bravo-Ferrada et al. (2018) reportaron una
elevada resistencia a la liofilizacion en Oenococcus
oeni en presencia de trehalosa como crioprotector.
A pesar de observarse cambios fenotipicos menores
en la superficie celular mediante microscopia de
fuerza atdmica, no se detectaron fenémenos de lisis
ni disrupcion de membrana, lo que sugiere una
conservacion estructural adecuada del
microorganismo durante el proceso.

Asimismo, Han et al. (2021) obtuvieron altos
porcentajes de sobrevida utilizando combinaciones
de compuestos como leche, trehalosa vy
polietilenglicol para la preservacion de cepas de
biocontrol, lo que resalta la efectividad de azucares,
proteinas y polialcoholes como agentes protectores
frente al estrés de secado.

Estabilidad de sobrevida en el tiempo

Considerando que la liofilizacién permite preservar
la viabilidad de los cultivos durante ainos, se continud
el estudio de conservacién de la cepa A. pullulans
m11-2 liofilizada, almacenada a 4 °C.

En primer lugar, con el objetivo de discriminar cual
de los lioprotectores evaluados ofrecia una mejor
estabilidad, se analizaron las tasas de sobrevida tras
6 meses de almacenamiento a 4 °C. Tal como se
observa en la Figura 3, el glutamato de sodio al 2,4%
resultd nuevamente el lioprotector mas eficaz,
superando el 90% de sobrevida, mientras que el
resto de los tratamientos mostré una pérdida
marcada en la viabilidad.
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Tabla 1. Recuento de células viables (UFC/mL) antes y después de la liofilizacion en distintos lioprotectores para la cepa A.

pullulans m 11-2.

Agente protector para la
liofilizacion

Recuento inicial (UFC/mL)

Recuento final (UFC/mL)

Glutamato de Na 2,4%
Fructosa 10%
Mosto de uva

Extracto de levadura 4%

Glucosa 10%

2,11x107 + 2,90 x10°8
3,29 x10” + 1,63 x10°
5,82 x107 + 1,39 x107
1,34 x107 + 8,49 x10°
3,27 x107 + 9,90 x10°

4,04 x107 + 2,02 x10°
3,49 x107 + 2,97 x10°
2,77 x107 + 3,75 x108
1,46 x107 + 7,78 x10°
3,78 x107 + 1,44 x107

Leche descremada 10%

2,98 x107 + 6,79 x10°
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Figura 3. Porcentaje de sobrevida de la cepa A. pullulans
m11-2 liofilizada en los distintos lioprotectores:
glutamato de sodio 2,4% (GS); leche descremada 10% (L);
glucosa 10% (G); fructosa 10% (F); extracto de levadura
4% (EL); y mosto 18% (M), luego de 6 meses de
almacenamiento a 4 °C. Los segmentos verticales indican
desviacion estandar (n=3).

Posteriormente, se profundizd el estudio de
viabilidad de la cepa almacenada con glutamato de
sodio como lioprotector, dado su desempefio
superior. La cepa A. pullulans m11-2 se mantuvo
viable hasta, al menos, 18 meses después del
proceso (2,30x107 + 7,07x10° UFC/mL).

Estos resultados coinciden con lo reportado por
Rodriguez et al. (2019), quienes observaron que, a
pesar de ciertas modificaciones fenotipicas
generadas por el envejecimiento en cepas de
Aspergillus, su potencial biotecnolégico no se vio
comprometido. Este tipo de estudios refuerza la

importancia de evaluar la estabilidad celular no solo
inmediatamente después de la liofilizacién, sino
también en funciéon de su comportamiento tras
periodos prolongados de almacenamiento.

Andlisis cualitativo de la actividad enzimdtica

La capacidad pectinolitica de la cepa A. pullulans
m11-2 se evalud cualitativamente mediante Ia
formacidén de halos de clarificacidn alrededor de las
colonias cultivadas en medio con pectina como Unica
fuente de carbono (Figura 4). Los resultados
obtenidos indicaron que, independientemente del
lioprotector utilizado, la cepa liofilizada conservé su
capacidad para degradar pectina.

La relacién entre el didametro del halo y el didmetro
de la colonia (DH/DC) se mantuvo aproximadamente
constante, con un valor de 3,0, tanto
inmediatamente después del proceso de secado
como luego de 6 meses de almacenamiento a 4 °C.
Esto sugiere que la actividad enzimatica pectinolitica
no se vio afectada por la liofilizacion ni por el
almacenamiento a mediano plazo.

Si bien se hareportado que el proceso de liofilizacion
conlleva inevitablemente una reducciéon en Ia
actividad y funcién celular (Wang et al., 2020), los
resultados obtenidos con la cepa A. pullulans m11-2
indican una notable estabilidad funcional tras este
tratamiento. Resultados similares fueron reportados
por (Rodriguez et al., 2019), quienes observaron que
cepas de Aspergillus también mantenian su actividad
enzimatica luego del proceso de liofilizacidn, lo que
resalta la necesidad de evaluar cémo se conserva la
funcionalidad celular con el paso del tiempo.
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Figura 4. Actividad pectinolitica de A. pullulans m11-2 luego del proceso de liofilizacion (A), en presencia de diferentes
lioprotectores: extracto de levadura (EL); glucosa (G); mosto (M), glutamato de sodio (GS); fructosa (F); leche descremada (L).
Actividad pectinolitica observada tras 6 meses de conservacion a 4 °C, utilizando glutamato de sodio como agente lioprotector

y evaluada en 3 réplicas (B). Barra de escala: A-B = 10 mm.

4. Conclusiones

La cepa A. pullulans m11-2 fue conservada mediante
liofilizacion utilizando glutamato de sodio al 2,4%
como agente lioprotector, manteniendo tanto su
viabilidad como su actividad pectinolitica durante al
menos 18 meses de almacenamiento a 4 °C. Estos
resultados demuestran la eficacia de este protocolo
de conservacion para obtener levaduras secas
activas viables y funcionales, y refuerzan su potencial
como fuente enzimdtica para aplicaciones
enoldgicas especificas.
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